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2 Zusammenfassung 
Flavinhaltige Monooxygenasen (FMOs) werden seit über 40 Jahren in Tieren untersucht. 
Dort kodieren bis zu fünf Gene für FMOs, deren Funktion die Entgiftung von Xenobiotika ist. 
In der Modellpflanze Arabidopsis thaliana wird die Genfamilie der FMOs seit etwa 10 Jahren 
untersucht und umfasst 29 FMO-Gene, die phylogenetisch in vier „clades“ unterteilt werden. 
Lediglich für FMOs aus drei clades sind die Funktionen bisher beschrieben: a) Einfluss auf die 
Auxin-Biosynthese (clade I), b) die Pathogenabwehr (clade II) und c) die Glucosinolat-
Biosynthese (clade III). Der clade IV ist phylogenetisch in drei subclades unterteilt (I-III) und 
beinhaltet acht FMO-Gene mit bisher unbekannter Funktion. Ziel der Arbeit war die 
funktionelle Charakterisierung dieser acht FMO-Gene und die weitere Analyse des FMO1-
Gens (clade II), von dem bis jetzt nur bekannt war, dass es für die mikrobielle 
Pathogenabwehr wichtig ist. Zur Entschlüsselung der Funktion dieser FMO-Gene, wurden 
Überexpressions-Linien und Funktionsverlust-Mutanten dieser Gene generiert, 
charakterisiert und funktionellen Analysen unterzogen.  
Das Verhalten der verschiedenen FMO-Genotypen (clade IV) wurde nach Applikation 
unterschiedlicher abiotischer (Hitze-/Kälte-stress, Trockenstress, Nährstoffmangel) und 
biotischer (Pathogen Befall) Stimuli studiert. Es konnte keine Beteiligung der FMO-Gene 
(clade IV) in der Bewältigung dieser Stressoren einwandfrei nachgewiesen werden. 
Allerdings zeigte sich eine Beteiligung bei der Abwehr von herbivoren Insekten (Pieris rapae). 
Anhand von Fraßexperimenten (Massenentwicklung der Raupen) und Präferenztests (Two-
choice Test), konnte eine signifikante Wirkung der Präferenz der Raupen und deren 
Massenentwicklung auf eine gesteigerte Expression von FMO1 zurückgeführt werden. 
Außerdem konnte auch eine Wirkung auf die Präferenz der Raupen auf eine verminderte 
Expression von At1g12200 (subclade I) zurückgeführt werden.  
Ferner zeigten Untersuchungen zur Entwicklung, dass At1g12200 in der frühen Entwicklung 
der Keimlinge involviert ist. Die Überexpressions-Linien von At1g12200 zeigten ein 
beschleunigtes Embryo/Keimlingswachstum. In den Überexpressions-Linien für At1g12200 
wurden geringere Konzentrationen von Abszisinsäure, einem Hormon, das die Keimung 
hemmt, im Vergleich zum Wildtyp gemessen. Die frühere Keimung der Überexpressions-
Linien von At1g12200 konnte inhibiert werden durch Zugabe einer so geringen 
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Konzentration an ABA ins Medium, dass sie keine Wirkung auf das Keimungsverhalten des 
Wildtyps hatte.  
Somit ergab die hier vorgestellte funktionelle Charakterisierung der FMOs des clade IV in A. 
thaliana Hinweise auf eine Beteiligung einiger dieser Gene (subclade I) bei der Abwehr von 
Herbivoren und bei der frühen Keimlingsetwicklung. Ein nächster Schritt wäre die 
Untersuchung, in wie weit At1g12200 (subclade I) bei der Biosynthese, Signaltransduktion, 
Metabolismus und/oder am Abbau von ABA beteiligt ist und in wie weit das wiederum die 
Präferenz der Raupen bezüglich der verschiedenen Genotypen von At1g12200 
beeinträchtigt. 
Das FMO1-Gen/Protein hat nach den hier vorgestellten Analysen eine viel breitere Rolle in 
der Abwehr der Pflanzen, als die bisher beschriebene in der Abwehr gegen mikrobielle 
Pathogene, diese Rolle ist aber spezifisch für die Abwehr biotischer Stressoren. 
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3 Summary 
Flavin-containing monoxygenases (FMOs) have been studied in animals for more than 40 
years. Five known genes are decoding FMOs and the function is the detoxification of 
xenobiotica. The gene family of FMOs were studied for the last 10 years using the model 
plant Arabidopsis thaliana. FMOs contain 29 genes, classified phylogenetically into four 
clades. Till now the function of just three clades is known: a) clade I is involved in auxin-
biosynthesis, b) clade II is involved in pathogen defense, c) clade III is involved in 
glucosinolate biosynthesis. Clade IV can be divided phylogeneticaly into three subclades (I-
III). It contains 8 FMOs with unknown functions. The aim of this project is the functional 
characterization of these eight FMOs and more appropriate analysis of the FMO1-gen (clade 
II). For the FMO1 we just know that it is one, involved in microbial pathogen defence. The 
function of these FMOs was decoded by using overexpressing lines and loss of function 
mutants. These lines were generated, characterized and functionally analyzed.  
The behaviour of those FMO-genotypes (clade IV) was studied after application of different 
abiotic (heat/cold-stress, drought-stress, nutrient-deficient) and biotic (pathogen attack) 
stimuli. The results of these studies indicate that the FMO-genes (cladeIV) are not involved in 
the reactions of the plant to these biotic and abiotic stresses. Indeed our results show an 
involvement of FMO-genes in the defence against herbivorous insects (Pieris rapae). The 
overexpression of FMO1 (clade II) has a significant effect on the weight gain and the 
preference of the caterpillars. This was shown supported by feeding-assays (gain of weight) 
and preference-assays (two-choice test). Furthermore, a reduced expression of At1g12200 
(subclade I) had a significant effect regarding the preference of the caterpillars. 
In addition, developmental studies demonstrated, that At1g12200 (subclade I) was involved 
in the early seed development. The overexpression-lines of At1g12200 showed an 
accelerated growth of the embryo/seedling. The concentration of the phytohormone 
abscicic acid (ABA), which blocks germination, was lower in comparison to the wildtype. The 
early germination of the overexpression-lines of At1g12200 was inhibited, due to a very low 
concentration of exogenous ABA, which didn’t affect the germination of the wildtype.  
Consequently, this functional characterization addicted till now unknown functions of the 
FMOs from clade IV. Some of the FMO-genes (subclade I) seemed to be involved in early 
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seedling development in Arabidopsis thaliana and there are hints for a preference of 
caterpillars due to reduced expression of At1g12200. The next step of these studies would 
be analyzing how At1g12200 (subclade I) is involved in the biosynthesis, signal transduction 
and metabolism or degradation of ABA. Additionally, it should be analyzed if the preference 
of the caterpillars in regard to the different genotypes of At1g12200 is due to the changes of 
the amount of ABA. 
This analysis demonstrates that the FMO1-gen/protein is playing a general role in plant’s 
defence, not just in defence against microbial pathogens, but a very specific role for the 
defence against biotic stresses. 
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4 Einleitung 
Pflanzen sind durch ihre sessile Lebensweise vielfältigen Umwelteinflüssen ausgesetzt. Einige 
Umweltbedingungen können bei Pflanzen Stressreaktionen auslösen, welche zur 
Beeinträchtigung des Wachstums oder der Vermehrungsfähigkeit führen kann. Da Pflanzen 
diesen Faktoren ständig ausgesetzt sind, haben sie eine Vielzahl an Strategien entwickelt, 
darauf zu reagieren. Neben den morphologischen Anpassungen an den jeweiligen 
Lebensraum, wie z.B. eingesenkte Stomata in einem trockenen Gebiet, um Wasserverlust zu 
minimieren, gibt es auch biochemische oder molekulare Strategien, die entweder konstitutiv 
vorhanden oder induzierbar sind. Die induzierbaren Strategien ermöglichen den Pflanzen die 
Adaptation an unterschiedlichste Bedingungen. Hierbei handelt es sich um abiotische 
Stressoren wie z.B. Trockenheit, Hitze, Frost, Nährstoffmangel oder um biotische Stressoren 
wie z.B. Phytopathogene, Parasiten oder auch herbivore Insekten. Im Zuge des Klimawandels 
werden sich die Lebensbedingungen an den jeweiligen Standorten für die Pflanzen 
verändern, wodurch sie sich an neue Bedingungen adaptieren müssen. Umso bedeutsamer 
wird es herauszufinden, welche Gene in diese Prozesse involviert sind.  
 
4.1 Funktionelle Genanalyse 
Die funktionelle Genanalyse stellt eine kombinierte molekulargenetische und physiologische 
Herangehensweise dar, um die Funktion bestimmter Gene zu entschlüsseln. Viele der in den 
folgenden Kapiteln beschriebenen Erkenntnisse wurden mit Hilfe dieser 
molekulargenetischen Methoden gewonnen. Hierbei kann es unterschiedliche 
Fragestellungen geben, z.B. welche Gene an einem bestimmten Phänomen bzw. 
physiologischen Prozess beteiligt sind. Dafür werden Pflanzen zufällig mutiert und danach 
auf einen bestimmten Phänotyp hin untersucht, z.B. erhöhte Anfälligkeit gegen Pathogene. 
Die in diesen funktionellen Analysen auffälligen Pflanzen werden molekularbiologisch 
untersucht, um die Mutation zu lokalisieren. Dadurch erfährt man, welches Gen an dem 
untersuchten Prozess beteiligt ist. Das so identifizierte Gen kann nun weiter 
molekularbiologisch und funktionell analysiert werden. Häufig werden hierfür auf der einen 
Seite Funktionsverlust-Mutanten genutzt und auf der anderen Seite Funktionsgewinn-
Mutanten. Die Funktionsverlust-Mutanten entstehen durch die Insertion einer T-DNA in das 
Ziel-Gen. Dieser Ansatz ist dadurch limitiert, dass ein essentielles Gen zum Tod der Pflanze 
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führt, wenn es ausgeschaltet wird und Gene, die redundant sind, wenn sie einzeln 
ausgeschaltet werden, nicht unbedingt zu einem Phänotyp führen. In den letzten zehn 
Jahren wurde eine neue komplementäre Methode entwickelt, das „activation tagging“. 
Hierbei werden zufällig T-DNA-Elemente in das Arabidopsis-Genom integriert, die die 
Überexpression der Gene in ihrer Umgebung induzieren können (Weigel et al., 2000; Tani et 
al., 2004). Hierdurch können dominante Funktionsgewinn-Mutanten erhalten werden. Diese 
werden auf Grund des gewünschten Phänotyps isoliert. Daraufhin wird untersucht welches 
Gen überexprimiert wird. Die Überexpression des Ziel-Gens kann außerdem erhalten 
werden, indem dessen cDNA unter der Kontrolle eines konstitutiven Promoters, wie z.B. 
dem häufig verwendeten 35S CaMV Promoters, steht. Diese Ansätze wurden unter anderem 
für die Entschlüsselung der Funktionen verschiedener Untergruppen der Flavinhaltigen 
Monooxygenasen (FMOs) in Arabidopsis thaliana (Kapitel 1.2) genutzt. 
In Pflanzen werden diese molekularbiologischen Untersuchungen häufig in Arabidopsis 
thaliana durchgeführt. Diese Modellpflanze ist leicht und günstig zu kultivieren, da sie nicht 
viel Platz benötigt und einen Generationszyklus von 6-8 Wochen hat. Außerdem ist ihr 
Genom vollständig entschlüsselt. Es ist mit 5 Chromosomen und 120.000 kb relativ klein 
(Arabidopsis Genome Initiative, 2000). Im Vergleich zu anderen Pflanzen gibt es in 
Arabidopsis relativ wenig repetitive Sequenzen, die das molekularbiologische Arbeiten 
erschweren würden (Al-Shebaz und Okane, 2002). Das Verhalten von Arabidopsis gegenüber 
verschiedenen Stressoren ähnelt dem von vielen Nutzpflanzen, weswegen die mit 
Arabidopsis gewonnenen Erkenntnisse oft auf Nutzpflanzen übertragen werden können 
(Somerville und Koornneef, 2002). 
Dadurch, dass das Genom von Arabidopsis vollständig entschlüsselt ist, erhält man die 
Möglichkeit einen neuen Ansatz zu verfolgen. Um eine Genfamilie mit unbekannter Funktion 
zu charakterisieren, werden Funktionsverlust-Mutanten und Funktionsgewinn-Mutanten der 
zu untersuchenden Gene funktionell analysiert. Die aus den funktionellen Analysen 
gewonnenen physiologischen Daten können Rückschlüsse auf die Funktion des jeweiligen 
Gens zulassen. Dieser Ansatz wurde in dieser Arbeit verfolgt. Eine Untergruppe (clade IV), 
der in den folgenden Kapiteln beschriebenen Flavinhaltigen Monooxygenasen, wurde bis 
jetzt noch nicht funktionell charakterisiert, worauf deshalb das Hauptaugenmerk dieser 
Arbeit liegt. 
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4.2 Die Vielfältigkeit der Flavinhaltigen Monooxygenasen (FMOs) 
Seit über 40 Jahren gibt es Untersuchungen zu FMOs in Tieren. Bis jetzt wurden bis zu 5 
verschiedene Gene als FMOs exprimiert in Tieren identifiziert. Sie wurden als wichtiger 
Bestandteil der Entgiftung eines breiten Spektrums von Xenobiotica identifiziert (Lawton et 
al., 1994; Krueger et al., 2005). Der 
biochemische Reaktionszyklus zeigt, dass 
sie ihr Substrat oxygenieren (Abbildung 1). 
Dadurch wird ein hydrophobes Substrat 
hydrophiler, wodurch es besser 
ausgeschieden werden kann. In 
Abwesenheit des Substrats bildet der 
Flavin/Enzym-Komplex einen Komplex mit 
dem NADPH+H+, was zu einer schnellen 
Reduktion des singulären Flavin-Moleküls 
führt. Der reduzierte Flavin/Enzym-
Komplex bindet molekularen Sauerstoff 
(O2) an der 4α Position des Flavins, 
dadurch entsteht Flavin-Hydroperoxid. In 
dieser reaktiven Konformation erwartet 
das Enzym sein Substrat. Im reaktiven Zentrum wird ein Sauerstoff-Atom auf das Substrat 
übertragen und das andere Sauerstoff-Atom reagiert zu Wasser. Das NADP+ wird aus dem 
Enzym entlassen und so kann der Zyklus von vorne beginnen.  
Der Unterschied zwischen FMOs und anderen Monooxygenasen liegt darin, dass sie in 
Abwesenheit des Substrats das Flavin-Hydroperoxid bilden können und es für Minuten bis 
Stunden bei 4°C stabil ist (Jones et al., 1986). Dadurch, dass die Aktivierungsenergie in dem 
Enzym vorliegt, bevor das Substrat bindet, können sie eine Vielzahl an Substraten 
oxygenieren (Willets, 1997). Die Substratspezifität der verschiedenen FMOs ist vermutlich 
durch den Kanal bedingt, der zum 4α Flavin-Hydroperoxid führt (Ziegler et al., 2002). FMOs 
können ein breites Spektrum an Substraten, wie z.B. Schwefel- und Selen-tragende Gruppen, 
Amine, Phosphine oder aromatische Aldehyde oxygenieren (Schlaich, 2007). Es wird 
spekuliert, ob FMOs auch an der Bildung von ROS beteiligt sein könnten (Rauckman et al., 
Abbildung 1: Biochemischer Reaktionszyklus von FMOs in 
Tieren. In a) wird das NADPH+H
+
 gebunden, wodurch das 
FAD reduziert wird (b, c). Das FADH2 bindet molekularen 
Sauerstoff, wodurch es zum Flavin-Hydroperoxid wird (d). 
Die Schritte a-d verlaufen schnell. Dieser Komplex ist stabil 
und sehr reaktiv. Ein Sauerstoff Atom wird auf das Substrat 
übertragen (e). FAD-OH wird zu FAD durch die Abgabe von 
H2O (f). Der letzte Schritt des Reaktionszyklus ist das 
Entlassen des NADP
+
 aus dem Komplex (g). (Schlaich, 2007; 
Krueger et al., 2005) 
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1979; Schlaich, 2007). In Hefen gibt es nur ein FMO-Gen, dessen Genexpression und Enzym-
Aktivität wird durch Veränderungen des Redox-Haushaltes der Zelle reguliert (Suh et al., 
2000). In Bakterien wurden FMOs im Cytoplasma lokalisiert und in Tieren befinden sie sich in 
Verbindung zum Endoplasmatischen Retikulum. Sowohl in Tieren als auch in Pflanzen 
handelt es sich bei FMOs um 50-60kDa große Proteine (Eswaramoorthy et al., 2006).  
Für FMOs in Tieren ist das Entgiften die bis jetzt einzig bekannte Funktion. Außerdem 
wurden bis jetzt nur fünf Gene in Tieren als FMOs annotiert. Hier liegen Unterschiede zu 
dem vor, was bis jetzt über FMOs in Pflanzen bekannt ist. 
FMOs in Pflanzen 
Die Forschung zu FMOs in Pflanzen fand in den letzten zehn Jahren statt. Bei Pflanzen 
wurden verschiedene physiologische Funktionen für FMOs beschrieben. In der 
Modellpflanze Arabidopsis thaliana sind 29 Gene als FMOs annotiert. Wenn es in Pflanzen 
mehr Gene und mehr Funktionen gibt, so könnte Wissen um deren Funktionen und 
Reaktionen helfen, in Tieren weitere Funktionen von FMOs zu entdecken.  
Der phylogenetische Stammbaum der FMOs in Arabidopsis kann in vier Gruppen (clades) 
unterteilt werden (Abbildung 6). Die Nummerierung der Gruppen erfolgte chronologisch 
nach dem Zeitpunkt, an dem ihre Funktion identifiziert wurde. Die Entschlüsselung ihrer bis 
jetzt bekannten Funktionen erfolgte mit Hilfe molekularbiologischer Methoden, wie der 
vorher beschriebenen funktionellen Genanalyse. 
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Zuerst wurde die Funktion der sogenannten YUCCA FMOs (clade I) entschlüsselt (Abbildung 
5). Diese Entdeckung wurde durch einen „activation tagging screen“ in Arabidopsis auf der 
Suche nach Pflanzen mit einem längeren Hypokotyl im Licht gemacht. Diese Pflanzen wurden 
isoliert und „yucca“ genannt. Weitere 
Untersuchungen dieser Pflanzen ergaben, dass der 
Phänotyp der YUCCA Überexpressions-Pflanzen 
typisch für eine erhöhte Auxin-Konzentration ist. 
Unter normalen Lichtbedingungen haben sie ein 
längeres Hypokotyl als der Wildtyp und im Dunkeln 
ein kürzeres Hypokotyl. Auch die höhere Anzahl an 
Wurzelhaaren und die kürzere Wurzel ist typisch 
für eine erhöhte Auxin-Konzentration (Abbildung 
2). Dieser Phänotyp ist in allen Entwicklungsstufen 
der Pflanzen zu verfolgen. Die Auxin-Konzentration 
der YUCCA-Überexpressions-Linien und die der Wildtyp-
Pflanzen wurde bestimmt, wodurch die Annahme bestätigt 
werden konnte (Abbildung 3). Die YUCCAs katalysieren 
einen kritischen Schritt der Auxinbiosynthese, indem sie das 
N-Tryptamin zum N-Hydroxytryptamin hydroxylieren. Das 
wurde gezeigt, indem das rekombinante YUCCA Protein 
diese Reaktion in vitro katalysieren konnte (Zhao et al., 
2001). Ein komplementärer Phänotyp konnte bei einfachen 
Funktionsverlust-Mutanten nicht festgestellt werden. 
Wenn mehrere YUCCA-Gene in einer Pflanze ausgeschaltet 
wurden, konnte der komplementäre Phänotyp beobachtet werden (Triple bzw. Quadruple 
Knockouts). Dies belegt eindrücklich die für die Auxin-Biosynthese angelegte Redundanz der 
YUCCA-Gene. Dennoch konnte durch diese Analysen gezeigt werden, dass eine für die 
Embryogenese und die postembryonale Organentwicklung, wichtige Auxin-Quelle  mit Hilfe 
der YUCCAs synthetisiert wird (Cheng et al., 2006). Auxin spielt eine wichtige Rolle in der 
Regulation verschiedener Wachstumsprozesse der Pflanze. Es ist viel über den Auxin-
Transport und die Genregulation durch Auxin bekannt, aber wenig über die Auxin-
Biosynthese. Die verschiedenen YUCCA-Genotypen und die Untersuchungen ihrer 
Abbildung 2: Morphologischer Phänotyp der 
YUCCA FMO-Überexpressions-Linien. In B) ist links 
eine junge Wildtyp-Pflanze und rechts eine  Yucca-
Überexpressions-Pflanze im Vergleich unter 
normalen Lichtbedingungen dargestellt. In C) ist 
links das Wurzelsystem einer Wildtyp-Pflanze und 
rechts das einer YUCCA Überexpressions-Pflanze 
zu sehen. In D) sind im Dunkeln angezogene 
Keimlinge einer Wildtyp-Pflanze (links) und einer 
YUCCA Überexpressions-Pflanze (rechts) gezeigt 
(Zhao et al., 2001). 
Abbildung 3: Auxin-Konzentration in 
Wildtyp-Pflanzen im Vergleich zu 
welchen, die das YUCCA-Gen 
überexprimieren (Zhao et al., 2001). 
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Phänotypen geben neue Hinweise bezüglich der Bedeutung der lokalen Auxin-Biosynthese in 
den verschiedenen Entwicklungsprozessen. Außerdem wurden neue Erkenntnisse über den 
inhibitorischen Einfluss von Auxin auf die Keimung unter salzhaltigen Bedingungen 
gewonnen, durch Untersuchungen mit der YUCCA 3- Überexpressions-Pflanzen (Park et al., 
2011).  
Der clade II beinhaltet das FMO1-Gen und sein Pseudogen. Die Funktion von FMO1 wurde 
2006 in verschiedenen Laboren zur etwa selben Zeit entdeckt, unter anderem auch in dem 
Labor von Dr. Nikolaus Schlaich. Die FMO1-3D Mutante wurde durch einen „activation-
tagging screen“ in Arabidopsis (Col-0 rps2-101C Hintergrund) gefunden, auf der Suche nach 
Pflanzen, die nach einer Infektion mit virulenten (Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 
= avirulent, aber für rps2 Pflanzen virulent) 
Bakterien sichtbar weniger Symptome zeigen 
als der Wildtyp. Der Funktionsgewinn in der 
Pathogenabwehr der FMO1-3D Mutante ist 
auf die Überexpression des FMO1-Gens 
zurückzuführen (Koch et al., 2006). Die FMO1 
ist also in die Pathogenabwehr involviert 
(Bartsch et al., 2006; Koch et al., 2006; 
Mishina et al., 2006). Um diese Aussage zu 
bestätigen, wurde außerdem eine transgene 
Col-0 Über-expressions-Linie untersucht, bei 
der die cDNA von FMO1 unter der Kontrolle des 35S CaMV Promoters steht. Pflanzen, die 
FMO1 überexprimieren, zeigten deutlich geringere Krankheitssymptome und erhöhte basale 
Resistenz, nachdem sie mit virulenten oder avirulenten Pathogenen (Pseudomonas syringae 
pv. tomato DC3000) infiziert wurden, wie auch nach der Infektion mit dem taxonomisch 
unabhängigen Pathogen Hyaloperonospora arabidopsidis (Abbildung 4). Eine 
Funktionsverlust-Mutante von FMO1 wurde auch diesen phytopathologischen 
Untersuchungen unterzogen. Diese zeigte eine gering erhöhte Anfälligkeit gegenüber den 
oben beschriebenen Pathogenen. Außerdem wird die Expression von FMO1 durch Pathogen-
Befall induziert (Koch et al., 2006). Die Induktion der Expression von FMO1 durch Pathogene 
ist von zwei Genen abhängig- EDS1 und PAD4. Diese Gene haben eine zentrale Rolle in der 
basalen Resistenz und in der Gen-für-Gen-Abwehr (Bartsch et al., 2006). Außerdem resultiert 
Abbildung 4: Erhöhte Resistenz der FMO1-D. In der 
ersten Spalte sind die Symptome einer Col-Pflanze 9 
Tage nach der Inokulation mit kompatiblen 
Hyaloperonospora arabidopsidis (Isolat NOCO) Sporen  
gezeigt, in der Mitte die der rps2 Pflanze, in der die 
FMO1 Überexpression erzeugt wurde, was in der letzten 
Spalte gezeigt wird  (Koch et al.; 2006). 
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der Verlust der Funktion von FMO1 in einem Defekt in der SAR (systemic acquired 
resistance) (Mishina et al., 2006; Mishina et al., 2007). Trotz all dieser Erkenntnisse ist bis 
jetzt nicht klar, wie dieses Enzym in die Pathogenabwehr involviert ist. Auch das Substrat des 
FMO1 Enzyms oder dessen Endprodukte sind noch nicht bekannt. 
Der clade III beschreibt die FMOGSox1-5, die in die aliphatische Glukosinolat-Biosynthese 
involviert sind (Li et al., 2008). Glukosinolate geben z.B. dem Brokkoli, Rettich und Senf den 
typisch bitteren Geschmack (Senfölglukoside). Eine antimikrobielle Wirkung und eine 
Unterstützung der Krebsprävention werden ihnen zugesprochen. In Kohlgewächsen liegt ihre 
Funktion in der Abwehr gegen Pathogene und 
herbivore Insekten. Die aliphatischen 
Glukosinolate werden aus Methionin gebildet. 
Die FMOGSox1-5  katalysieren den Schritt des 
Methylthioalkyl-Glukosinolats in das 
Methylsulfinylalkyl-Glukosinolat, indem sie 
den Schwefel des Methionins oxygenieren 
(Hansen et al., 2007; Li et al., 2008) 
(Abbildung 5). Die Glukosinolate werden durch Myrosinasen hydrolisiert, dabei entstehen 
verschiedene Nebenprodukte, hauptsächlich Isocyanate und Nitrile (Halkier und 
Gershenzon, 2006; Zhang et al., 2006). Diese Enzyme liegen räumlich getrennt von den 
Glukosinolaten vor, weswegen erst nach Verletzung des Pflanzengewebes, also z.B. erst nach 
Fraß diese Reaktion stattfindet, da hierbei die Glukosinolate aus der Vakuole ins Cytoplasma 
gelangen, wo die Myrosinasen vorliegen (Beekwilder et al., 2008). Diese Nebenprodukte 
haben verschiedene biologische Funktionen, wie z.B. Pathogenabwehr durch ihre 
antimikrobielle Wirkung und die Abwehr gegen herbivore Insekten, gegen Generalisten 
(Kliebenstein et al., 2001; Tierens et al., 2001). Allerdings können sie auf Spezialisten eine 
anziehende Wirkung haben, die die Pflanzen dadurch als ihren Wirt erkennen (Van Poecke, 
2007). 
 
 
Abbildung 5: Der Schritt in der Glukosinolat-
Biosynthese, der durch die FMOGSox katalysiert wird. Die 
Oxygenierung des Schwefels des Methylthioalkyl-
Glukosinolat zum Methylsulfinylalkyl-Glukosinolat. (Li et 
al., 2006) 
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Neben den bis jetzt beschriebenen clades I-III zeigt der phylogenetische Stammbaum der 
FMOs in Arabidopsis, dass auch ein clade IV existiert (Abbildung 6). 
 
Abbildung 6: Phylogenetischer Stammbaum der 29 FMOs in Arabidopsis thaliana. (Stammbaum: Nikolaus L. Schlaich). 
Dieser phylogenetische Stammbaum kann in 4 Gruppen (Clades) unterteilt werden. Die Nummerierung der Gruppen 
erfolgte chronologisch nach dem Zeitpunkt, an dem ihre Funktion identifiziert wurde. Der Clade I beinhaltet die YUCCA 
FMOs (schwarz), der Clade II FMO1 und das Pseudogen zu FMO1 (grün), der Clade III die FMOGSox (ocker) und der Clade IV 
beinhaltet FMOs mit bis jetzt unbekannter Funktion. Der Clade IV kann in drei Untergruppen (subclade I (blau), subclade 
II (lila), subclade III (rot)) unterteilt werden.  
Der clade IV beinhaltet acht nicht charakterisierte FMOs, die eine bis jetzt unbekannte 
Funktion haben. Durch den phylogenetischen Stammbaum wird deutlich, dass der clade IV in 
drei Untergruppen unterteilt werden kann (subclade I-III). Die in dieser Arbeit untersuchten 
FMOs stehen in enger phylogenetischer Verwandtschaft zu den bereits untersuchten FMOs. 
Die verschiedenen clades und subclades werden durch unterschiedliche Farben 
hervorgehoben. Der clade I (YUCCA) wird auch in der weiteren Arbeit schwarz dargestellt, 
der clade II (FMO1) grün und der clade III (FMOGSox) ocker. Die subclades des clade IV werden 
wie folgt farblich unterschieden: subclade I blau, subclade II lila, subclade III rot.  
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4.3 Biotische Stressoren 
Als biotische Stressoren gelten Lebensformen, die Stress bei Pflanzen verursachen, wie z.B. 
Phytopathogene, Insekten und andere Pflanzen. Pflanzen sind vielen biotischen Stressoren 
ausgesetzt, da sie diesen häufig als Nahrungsquelle dienen (Adlerz, 1980; Duffus et al., 1996; 
Johnson und Freytag, 1997). Sie haben unterschiedliche langfristige und kurzfristige 
Verteidigungsmechanismen gegen Phytopathogene und herbivore Insekten entwickelt 
(Jones und Dangl, 2001; Borras-Hidalgo et al., 2005; Harris et al., 2005; Mur et al., 2006). Der 
Ertragsverlust durch Pathogene beläuft sich auf etwa 10-20% pro Jahr (Boyer, 1982), 
weshalb es so wichtig ist, die Abwehr der Pflanzen gegen biotische Stressoren zu 
untersuchen. An diesen Prozessen sind viele Gene und Gen-Familien beteiligt, unter 
anderem die vorher beschriebene FMO1 (clade II) (Kapitel 1.2). 
4.3.1 Phytopathogene und die Abwehr der Pflanze 
Phytopathologie wird als die Lehre von Krankheiten der Pflanze und ihre Bekämpfung 
bezeichnet. Entsprechend werden Pilze, Nematoden, Bakterien oder Viren, die 
Pflanzenkrankheiten auslösen, als Phytopathogene bezeichnet (DPG=Deutsche 
Phytomedizinische Gesellschaft; „http://dpg.phytomedizin.org“). Im Laufe der Evolution 
haben Pflanzen verschiedene allgemeine Verteidigungsmechanismen gegen eine Vielzahl 
von Phytopathogenen entwickelt.  
Es gibt physikalische und biochemische Barrieren, die bereits in der gesunden Pflanze voll 
ausgeprägt sind und nicht durch Pathogen-Befall induziert werden (Schlösser, 1997). Zu 
diesen konstitutiven Barrieren gehört z.B. die wachshaltige Kutikula der Blätter, die eine 
Barriere für alle Bakterien und Viren darstellt. Durch die Kutikula wird die Blattoberfläche 
hydrophob, was einen Feuchtigkeitsfilm verhindert, den verschiedene Pathogene zur 
Vermehrung benötigen. Diese Pathogene können die Pflanze nur über Wunden oder 
natürliche Öffnungen, also z.B. die Spaltöffnungen infizieren (Moerschbacher und Mendgen, 
2000). 
Neben diesen Barrieren gibt es induzierbare Abwehr-Mechanismen. Diese Mechanismen 
sind sehr bedeutend für die Fitness der Pflanze. Da ihr Einsetzen auch häufig ein 
vermindertes Wachstum mit sich bringt, werden sie nur nach Befall induziert (Heil und 
Baldwin, 2002). Aber auch die Pathogene haben Möglichkeiten entwickelt, verschiedene 
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Verteidigungsmechanismen der Pflanze zu umgehen, oder sich an solche anzupassen (Co-
Evolution). In Abhängigkeit der Lebensweise von Phytopathogenen können diese in drei 
unterschiedliche Gruppen unterteilt werden: nekrotroph, biotroph und hemibiotroph. 
Nekrotrophe Pathogene (z.B. Botrytis cinerea oder Alternaria brassicicola) ernähren sich von 
totem Pflanzenmaterial oder sterbendem Gewebe (Stone, 2001; Agrios, 2005). Biotrophe 
Pathogene (z.B. Hyaloperonospora arabidopsidis) ernähren sich im Gegensatz dazu von 
lebendem Pflanzenmaterial. Bei hemibiotrophen Pathogenen (z.B. Pseudomonas syringae) 
ist es abhängig von ihrem Lebenszyklus bzw. den Lebensbedingungen, ob sie sich von totem 
oder lebendem Gewebe ernähren (Agrios, 2005). Pathogene nehmen Einfluss auf den 
Metabolismus der Pflanze, um für sich günstige Lebensbedingungen zu schaffen. Hierauf 
kann die Pflanze mit gesteuertem Zelltod reagieren (Agrios, 2005), was im Falle von 
biotrophen Pathogenen eine nützliche Form der Abwehr ist. Da sich nekrotrophe Pathogene 
von totem Gewebe ernähren, ist diese Form der Abwehr nicht effektiv gegen sie, sondern 
begünstigt ihre Vermehrung (Glazebrook, 2005). Die Verteidigung gegen biotrophe und 
nekrotrophe Pathogene erfolgt also, bedingt durch die unterschiedliche Lebensweise der 
Pathogene, über unterschiedliche Mechanismen. Die Reaktion auf nekrotrophe Pathogene 
erfolgt über den durch Ethylen und Jasmonsäure gesteuerten Signalweg, wohingegen die 
Reaktion auf biotrophe Pathogene über den durch Salizylsäure gesteuerten Signalweg 
vermittelt wird (Agrios, 2005; Glazebrook, 2005;). Falls eine Pflanze von den 
unterschiedlichen Pathogen-Typen zur selben Zeit infiziert wird, können sich beide Abwehr-
Programme gegenseitig unterdrücken (Koornneef und Pieterse, 2008). 
Die basale Resistenz der Pflanze gehört zum „angeborenen Immunsystem“ der Pflanzen. Es 
ist evolutiv gesehen einer der ältesten konservierten Verteidigungsmechanismen. Dieses 
basale Erkennungssystem dient der Detektion von Pathogen-spezifischen Strukturen, auch 
Elicitoren (Boller et al., 1995), PAMPs (pathogen associated molecular patterns), MAMPs 
(microbe associated molecular patterns) und DAMPs (damage associated molecular 
patterns) genannt. Auch wenn die Pflanze anfällig gegen ein Pathogen ist, ist die 
Basalresistenz wirksam, was die Ausdehnung des Pathogens limitiert, auch wenn 
Krankheitssymptome auftreten (Chang et al, 2004).  
Wenn eine Pflanze resistent gegen ein Pathogen ist, beginnt ihre Reaktion oft mit der Gen-
für-Gen Erkennung des Pathogens. Die Gen-für-Gen Hypothese nach Flor (1942; 1954; 1971) 
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besagt, dass die Erkennung bestimmter Faktoren (virulenter Effektoren; Avirulenz-Gene) des 
Pathogens, über den zugehörigen Rezeptor der Pflanze erkannt werden. Dieser wird durch 
die R-Gene (Resistenz-Gene) der Pflanze kodiert. Das resultiert in einer schnellen Abwehr-
Antwort, um das Wachstum und das Ausbreiten des Pathogens zu verhindern oder zu 
minimieren. Häufig ist die R-Gen bedingte Resistenz gefolgt vom oxidative burst, der bedingt 
ist durch eine schnelle Produktion von reaktiven Sauerstoff Spezies (ROS). Die hypersensitive 
Reaktion (HR) ist eine schnelle Reaktion nach Pathogenbefall, die sich innerhalb der ersten 
24 h nach Infektion zeigt. Es findet eine Veränderung der Ionenflüsse statt und die Synthese 
von ROS, was den programmierten Zelltod einleitet. Dieser soll das Pathogen von Nahrung 
und Wasser fernhalten (Glazebrook, 2005). Diese Abwehr-Reaktion wird über den 
Salizylsäure abhängigen Signalweg übermittelt, wodurch z.B. die Expression von PR-
Proteinen (pathogenesis-related) induziert wird. Viele Gene sind an den Abwehr-Prozessen 
beteiligt. Ein für diese Arbeit wichtiges Gen ist das FMO1-Gen, welches in die SAR (systemic 
acquired resistance= systemisch erworbene Resistenz), die basale Resistenz und die Gen-für-
Gen vermittelte Resistenz involviert ist (Bartsch et al., 2006; Koch et al., 2006; Mishina et al., 
2006). Die SAR erhöht die Abwehrbereitschaft der ganzen Pflanze nach einer lokalen 
Infektion. Die Pflanze profitiert von der SAR durch eine effektive Verteidigung gegen ein 
breites Spektrum von Pathogenen (Conrath et al., 2006). 
Gegen nekrotrophe Pathogene sind diese Formen der Abwehr nicht effektiv, da sie sich von 
totem Gewebe ernähren (McDowell und Dangl, 2000). Der Zelltod ist in dem Fall häufig 
durch Toxine verursacht, die von dem Pathogen gebildet werden (Walton et al., 1996). 
Entsprechend können Pflanzen durch das Entgiften dieser Toxine eine Resistenz gegen 
nekrotrophe Pathogene erlangen. Alternaria brassicicola ist ein Beispiel für ein nekrotrophes 
Pathogen, was für den Wirt spezifische Phytotoxine produziert. Ein anderes Beispiel ist 
Botrytis cinerea, was meist unspezifische Phytotoxine produziert, um ein breites Spektrum 
an Pflanzen zu befallen (Collado et al., 2000; 2007). Der programmierte Zelltod soll wie oben 
beschrieben eigentlich der Abwehr gegen das Pathogen dienen, erleichtert ihm aber in 
diesem Fall das Eindringen und das Wachstum (Greenberg und Yao, 2004). Im Fall von 
Botrytis cinerea wird beschrieben, dass es die HR-Reaktion der Pflanze benötigt, um seine 
volle Pathogenität entfalten zu können (Govrin und Levine, 2000; Dickman et al., 2001). Die 
Abwehr-Reaktion der Pflanze gegen nekrotrophe Pathogene erfolgt über den Jasmonsäure-
(JA) und/oder Ethylen-Signalweg. Diese Reaktion zeigt viele Überlappungen mit der Reaktion 
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nach einer Verwundung bzw. nach Befall von herbivoren Insekten (Kessler und Baldwin, 
2002; Howe, 2004). Die Rolle der Phytohormone Salizylsäure, Ethylen und Jasmonsäure, als 
Schlüsselfiguren der Regulation der Abwehr, sind umfangreich untersucht worden (Howe, 
2004; Lorenzo und Solano, 2005; Grant und Lamb, 2006; van Loon et al., 2006). Aber auch 
weitere Phytohormone wie Abszisinsäure (Mauch-Mani und Mauch, 2005), Brassinosteroide 
(Nakashita et al., 2003) und Auxin (Navarro et al., 2006; Wang et al., 2007) sind in der 
Abwehr involviert. Die Rolle dieser Phytohormone wurde noch nicht erschöpfend 
untersucht. Die verschiedenen Signalwege beeinflussen sich gegenseitig, wie der „cross talk“ 
zwischen SA und JA; SA und JA/ET, JA und ABA, JA und ET zeigt (Koornneef und Pieterse, 
2008) (Abbildung 7). Abbildung 7 zeigt die synergetischen und antagonistischen Wirkungen 
Abbildung 7: Das Zusammenspiel der Phytohormone in der Abwehr der Pflanze. Hier  wird der „Cross-talk“ der Hormone 
und die entsprechenden Signalwege dargestellt. Die Abwehr-Antwort der Pflanze ist abhängig vom Typ des Angreifers. 
Auf der anderen Seite nehmen auch die Angreifer Einfluss auf die Abwehr der Pflanze z.B. Pseudomonas syringae, die 
den Signalweg der Pflanze manipulieren, um die Abwehr-Antwort zu unterdrücken. Der SA-, JA- und ET- Signalweg sind 
die Hauptbestandteile der Abwehr-Reaktion in Zusammenarbeit mit anderen Phytohormonen. Die positive oder negative 
Beeinflussung der verschiedenen Faktoren aufeinander ist wie folgt dargestellt: der negative Effekt wird durch ⊥ gezeigt, 
der positive Effekt durch einen violetten Stern. (Pieterse et al., 2009) 
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der Signaltransduktionswege in der Abwehr der Pflanze. Diese Form der Interaktion 
zwischen den unterschiedlichen Signalwegen ist unter anderem eine Adaptation der Pflanze 
an den Angriff von herbivoren Insekten und biotrophen, hemibiotrophen, nekrotrophen 
Pathogenen zur selben Zeit (Koornneef und Pieterse, 2008). 
4.3.2 Der Angriff herbivorer Insekten 
Neben dem Angriff von Pathogenen sind Pflanzen auch einer Vielzahl von herbivoren 
Insekten ausgesetzt. Die durch herbivore Insekten verursachten Schäden haben eine große 
ökologische und agrarwirtschaftliche Bedeutung, was durch die Schäden eines Kohlblattes in 
Abbildung 8 verdeutlicht wird. Die Verteidigungsmechanismen der Pflanze kann man in 
mechanisch, chemisch und biologisch unterteilen. Die mechanischen Barrieren der Pflanzen 
sind stetig vorhanden, wie die Kutikula, Dornen oder Trichome. Bei den chemischen und 
biologischen Mechanismen kann es sich um Toxine und Sekundärmetabolite z.B. Bitterstoffe 
handeln, wodurch die Pflanze gemieden wird. Diese Stoffe können konstitutiv vorhanden 
sein, zur Vorbeugung gegen den Befall durch herbivore Insekten oder nach dem Befall, als 
Reaktion darauf produziert werden. Die 
Resistenz gegen Herbivore kann also auch 
in konstitutive und induzierbare Abwehr 
unterteilt werden (Van Loon, 2000; Dicke 
und Van Poecke, 2002). Neben diesen 
Abwehrmechanismen, die die Umstellung 
der Genexpression und des Metabolismus 
der Pflanze mit sich bringen, gibt es auch 
eine direkte Reaktion der Pflanze. Diese 
funktioniert über den Einstrom von Calcium 
in die Zelle, wodurch z.B. Callose gebildet wird, eine Signalkaskade ausgelöst wird und/oder 
Volatile gebildet werden (Evans et al., 2001; Watanabe et al., 2001; Sanders et al., 2002; 
Leitner et al., 2005; Lecourieux et al., 2006; Rhoads et al., 2006). Die veränderte 
Genexpression der Pflanze resultiert in der Akkumulation von Abwehr-Proteinen z.B. von 
Toxinen in den Blättern (Kessler und Baldwin, 2002; Howe, 2004). Durch den Verzehr der 
Blätter nehmen die Insekten die Toxine bzw. Abwehr-Proteine auf, was das Wachstum und 
die Entwicklung der Insekten beeinflusst (Antibiose). 
Abbildung 8: Raupen von Pieris rapae auf einem Kohlblatt 
und die durch sie verursachten Schäden (Bild: Raimund 
Knauf, Bio I). 
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In der Abwehr der Pflanze sind die Phytohormone SA, JA und ET die Schlüsselfiguren und 
verantwortlich für die Regulation der Signalwege in der induzierbaren Abwehr (Reymond 
und Farmer, 1998; Thomma et al., 2001; Glazebrook, 2001; Kessler und Baldwin, 2002; 
Pieterse und Dicke, 2007;). Auch wenn es Ausnahmen gibt (Thaler et al., 2004), kann man 
allgemein sagen, dass biotrophe Pathogene über den SA-Signalweg abgewehrt werden und 
nekrotrophe Pathogene, wie auch herbivore Insekten vor allem über den JA und/oder ET 
Signalweg abgewehrt werden (Bostock, 2005; Glazebrook, 2005) (Abbildung 7). Es gibt also 
eine Vielzahl an Gemeinsamkeiten in der Abwehr gegen Herbivore und Pathogene. Neben 
der direkten Abwehr der Pflanze gegen herbivore Insekten, durch die Produktion von 
Toxinen, anderen Sekundärmetaboliten oder Proteinase-Inhibitoren, gibt es auch eine Form 
der indirekten Abwehr, bei der die Pflanze Volatile produziert, um Feinde der herbivoren 
Insekten anzulocken (Takabayashi und Dicke, 1996; Turlings et al., 1995, Dicke und Van 
Poecke, 2002; Dicke et al., 1999). Durch den Befall mit z.B. Pieris rapae wird ET und JA 
produziert, wodurch eine systemische Antwort als globale Abwehr gegen die Insekten 
hervorgerufen wird (De Vos et al., 2005; 2006). Die systemische Abwehr gegen herbivore 
Insekten könnte mit der gegen Pathogene verglichen werden, nur dass die SAR gegen 
Pathogene über den SA-Signalweg reguliert wird und die gegen Herbivore über den JA- und 
oder ET-Signalweg (Conrath et al. 2006; Pozo et al., 
2008). Außerdem konnte gezeigt werden, dass 
Arabidopsis-Mutanten, die einen Defekt im JA-
Signalweg haben, anfälliger, gegen Herbivore sind 
(McConn et al., 1997; Stintzi et al., 2001; Ellis et al., 
2002; Stotz et al., 2002; Reymond et al., 2004; Van 
Poecke and Dicke, 2004; Mewis et al., 2005, 2006; ; 
Bodenhausen und Reymond, 2007; Zarate et al., 2007). 
Dies deutet auf eine wichtige Rolle von JA in der 
indirekten Abwehr hin. Im Laufe der Koevolution haben 
Insekten die Fähigkeit entwickelt ihre Wirtspflanze 
Abbildung 9: Zwei Falter von Pieris rapae an 
dem abgefressenen Stängel eines 
Kohlblattes. (Bild Monika Hermanns, Bio III) 
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anhand von pflanzenspezifischen chemischen Stoffen zu lokalisieren. Hierbei unterscheidet 
man zwischen Generalisten, die unterschiedliche Arten befallen können, und Spezialisten, 
die nur wenige oder nur eine bestimmte Art befallen 
können. Die Kreuzblütler (Brassicaceae) bilden 
Glukosinolate als Sekundärmetabolite, wodurch sie für 
verschiedene Insekten unattraktiver werden. Dieses 
wirksame Abwehrsystem wird z.B. von dem kleinen 
Kohlweißling (Pieris rapae; Abb. 9, 10) umgangen. Im 
Zuge der Evolution haben sie ein System entwickelt, die 
Toxine zu entgiften. Die Raupe von Pieris rapae ernährt sich ausschließlich von Brassicaceen. 
Sie ist also ein Spezialist. Die Raupen und die Schmetterlinge werden von Glukosinolaten und 
deren Abbauprodukten stimuliert, wodurch sie ihre Wirtspflanze detektieren (De Vos, 2008). 
Die Schmetterlinge haben an ihren Beinen Chemorezeptoren, mit denen sie diese 
wahrnehmen (De Vos, 2008). Die Modellpflanze Arabidopsis thaliana gehört zur Familie der 
Brassicaceae, kann also mit dem herbivoren Insekt Pieris rapae als System genutzt werden, 
um die Interaktion von Pflanzen und herbivoren Insekten zu untersuchen.  
Die Abwehr gegen herbivore Insekten ist ein sehr komplexer Prozess, an dem viele Gene 
beteiligt sind. Wie oben bereits erwähnt, sind Glukosinolate in Brassicaceaen ein wichtiger 
Sekundärmetabolit, was sie für viele Herbivore unattraktiv macht. Eine Genfamilie, die an 
der Biosynthese der Glukosinolate beteiligt ist, ist die FMOGSox (clade III) (Kapitel 1.2). 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 10: Raupe und Eier von Pieris 
rapae auf einem Kohlblatt. (Bild: Monika 
Hermanns, Bio III) 
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4.4 Samenruhe: eine Anpassung an widrige Umweltbedingungen 
Für die Pflanze ist es sehr wichtig, dass die Samen nur unter optimalen Bedingungen keimen, 
damit die junge Pflanze keinen ungünstigen abiotischen Faktoren ausgesetzt ist. Der 
Keimungsprozess ist als wichtiger Prozess durch viele Faktoren reguliert. Auch dieser Prozess 
wurde im Rahmen der funktionellen Genanalyse in dieser Arbeit beobachtet, wobei eine 
Beteiligung von FMOs an der Keimung bzw. Dormanz gezeigt werden konnte. Die 
Entwicklung des Samens wird als Keimung bezeichnet, was den Wachstumsprozess des im 
fruchtbaren Samen befindlichen Embryos bis zur vollständigen Entwicklung des Keimlings 
umfasst (Abbildung 11). Die Samenruhe (Dormanz) verhindert die Keimung, solange für die 
Pflanze ungünstige Voraussetzungen herrschen. Um die Samenruhe zu brechen, werden, je 
nach Pflanze, unterschiedliche Reize benötigt: oft wird ein Licht- oder ein Kältereiz 
(Stratifizierung) benötigt, der sicherstellt, dass die Keimung erst nach einer ungünstigen 
Jahreszeit (Winter) eintritt. Die Samenruhe wurde als die Unfähigkeit eines 
entwicklungsfähigen Samens beschrieben, unter günstigen Bedingungen zu keimen (Bewley 
et al., 1997; Finch-Savage und Leubner–Metzger, 2006). Um die Dormanz einzuleiten und 
aufrecht zu erhalten, wird die de novo Biosynthese von ABA hochreguliert (Finkelstein et al., 
2002). Nach Brechen der Samenruhe entwickelt sich der Embryo innerhalb der Samenschale, 
darauf durchbricht die Radicula die Samenschale, worauf das Hypokotyl folgt und die 
Kotyledonen. (Müller et al., 2006; Bewley, 1997; Kucera et al., 2005; Holdsworth et al., 
2008).  
Unter normalen Be-
dingungen ist im Fall der 
Modellpflanze Arabid-
opsis thaliana dieser 
Vorgang innerhalb von 
48 h abgeschlossen 
(Debeaujon und 
Koornneef, 2000). Die 
Keimung und die darin 
involvierten Prozesse 
sind in Abbildung 12 
Abbildung 11: Schematische Darstellung der Prozesse im Arabidopsis-samen, die die 
Keimung und die Dormanz kontrollieren. Für den Arabidopsis-samen ist die Herzform 
durch die zwei Kotyledonen charakteristisch. Die grünen Pfeile stellen Prozesse dar, die 
die Keimung induzieren und die roten Pfeile stellen Prozesse dar, die die Keimung 
inhibieren. (Bentsink und Koornneef, the Arabidopsis book) 
25 
 
dargestellt: ABA und GA, sowie Ethylen (ET) und Brassinosteroide (BR) sind maßgeblich 
daran beteiligt (Koornneef et al., 1982; Steber et al., 1998; Li et al., 2001; Steber und 
McCourt, 2001). Die zum Brechen der Dormanz erforderlichen äußeren Faktoren wie Licht 
und der Kältereiz sind in Abbildung 11 durch 
grüne Pfeile gezeigt. Im Keimungsvorgang 
bzw. nach Imbibieren der Samen wird die de 
novo Biosynthese der GA hochreguliert 
(Debeaujon und Koornneef, 2000; Finch-
Savage und Leubner-Metzger, 2006). Zur 
selben Zeit werden Gene durch 
Transkriptions-Faktoren wie ABA-
insensitive3 (ABI3) und ABI5 herunter 
reguliert, die in die Biosynthese der ABA 
involviert sind (Parcy et al., 1994; Lopez-
Molina et al., 2001; Lopez-Molina et al., 
2002). Die Dormanz der Samen ist in 
Mutanten mit ABA-Mangel reduziert und in 
Linien mit erhöhten ABA Konzentrationen 
stärker ausgeprägt (Koornneef et al., 1982). 
Das Zusammenspiel zwischen GA und ABA 
wird immer besser untersucht (Piskurewicz 
et al., 2008; 2009). Auch andere 
Phytohormone sind an der Keimung 
beteiligt, die bisher allerdings noch nicht 
ausreichend gut untersucht sind (Beaudoin 
et al., 2000; Riefler et al., 2006). In 
Abbildung 13 ist die antagonistische 
Wirkung der Phytohormone ABA und GA 
schematisch dargestellt. (Penfield und King, 
2009). Hier wird gezeigt, dass sich die 
Konzentration der Phytohormone gegenseitig bedingt. Außerdem wird gezeigt, wie die 
antagonistische Wirkung dieser Phytohormone den Zeitpunkt der Keimung bestimmt. Die 
Abbildung 12: Schematische Darstellung der Kontrolle der 
Hormon-Balance während der Keimung. Die bunten 
Boxen zeigen die variablen Proteine bzw. Hormone, wobei 
durch die schwarze Umrandung der Proteinkomplex 
dargestellt ist. Die ABI3 Konzentration wird durch ABA 
erhöht und die DELLA Konzentration wird durch GA 
gesenkt. A) Beschreibung des generellen Schemas, wobei 
DELLA und ABI3 um X und Y konkurrieren, wodurch die 
Bildung des X-Y Komplexes verhindert wird, welcher die 
Keimung induziert. In b und c spiegelt die Größe der 
Boxen die Komplex Menge wider. In B ist ein Samen mit 
hohen ABA-und niedrigen GA-Mengen gezeigt. Das 
resultiert in einer geringen Konzentration des X-Y 
Komplexes, wodurch die Keimung nicht induziert wird. In 
c ist ein Samen mit hohen GA-Leveln und geringen ABA- 
Leveln gezeigt. Daraus folgt eine hohe Konzentration des 
X-Y-Komplexes, wodurch die Keimung induziert wird 
(Penfield und King, 2009). 
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Keimung wird durch einen Protein-Komplex induziert (X-Y-Komplex). Dieser Komplex setzt 
sich aus zwei Proteinen (X, Y) zusammen. Mit einem dieser Proteine könnten auch die 
DELLAs und mit dem anderen der Proteine könnte auch ABI3 einen Komplex bilden, wodurch 
eine Konkurrenz Situation entsteht. Durch ABA wird die ABI3 Konzentration erhöht, welches 
einen Komplex mit einem Teil (Y), des für die Keimung verantwortlichen Protein-Komplexes, 
eingeht. Wenn also eine hohe ABA Konzentration vorherrscht, bilden ABI3 und die DELLAS 
Protein-Komplexe mit den Proteinen, die sonst als Komplex die Keimung induzieren. Die GA 
senkt die DELLA Konzentration und die ABA Konzentration, wodurch die ABI3 Konzentration 
gesenkt wird. Dadurch kann der Protein-Komplex, der die Keimung induziert, gebildet 
werden (Penfield und King, 2009). Dieses Schema (Abbildung 12) zeigt, dass die 
Konzentration der Phytohormone ABA und GA für den Beginn des Keimungsprozesses 
entscheidend ist (Penfield und King, 2009). Dadurch erhält die Pflanze die Möglichkeit 
sensibel auf die verschiedenen Umweltfaktoren zu reagieren und nur unter optimalen 
Bedingungen zu keimen. Das ist unerlässlich, damit sich der junge Keimling zu einer 
gesunden Pflanze entwickeln kann. 
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4.5 Ziel dieser Arbeit 
Mit Hilfe der funktionellen Genanalyse sollten in dieser Arbeit 8 FMO-Gene funktionell 
charakterisiert werden. Diese Gene haben eine unbekannte Funktion und sind bis jetzt noch 
nicht charakterisiert. Da sie phylogenetisch zu anderen Gruppen gehören als die bis jetzt 
funktionell charakterisierten FMOs, könnten sie eine bis jetzt unbekannte Funktion haben. 
Durch die Vielzahl an Substraten, die durch FMOs umgesetzt werden können, haben sie 
verschiedene physiologische Funktionen in Pflanzen.  
Es wurden also für fast jedes Gen zwei unabhängige Überexpressions-Linien sowie zwei 
unabhängige Funktionsverlust-Mutanten erstellt und charakterisiert. Diese deregulierten 
Linien sollten daraufhin in Analysen zu verschiedenen biotischen und abiotischen Faktoren, 
beobachtet werden. Es wurde auf morphologische Besonderheiten geachtet, wie das 
Keimungsverhalten der deregulierten Linien. Es wurden Untersuchungen zu den wichtigsten 
biotischen Faktoren durchgeführt: Hitze/Kälte-Stress, Nährstoffmangel, Trockenstress. Die 
Analysen zu den hier untersuchten biotischen Faktoren bezogen sich auf nekrotrophe 
Pathogene, biotrophe Pathogene und herbivore Insekten, womit die agrarwirtschaftlich 
bedeutendsten biotischen Stressoren erfasst wurden. 
Die FMOGSox sind in die Biosynthese von aliphatischen Glukosinolaten involviert und die 
FMO1 in die Pathogenabwehr (Halkier und Gershenzon, 2006; Hansen et al., 2007; Koch et 
al., 2006). Hier wurde nicht nur die Beteiligung der FMOs unbekannter Funktion in die 
Abwehr gegen herbivore Insekten untersucht, sondern auch ob eine Deregulation der FMO1 
oder der FMOGSox1-5 eine antixenotische oder eine Wirkung auf die Antibiose auf die Raupen 
von Pieris rapae haben. 
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5 Material und Methoden 
5.1 Pflanzenanzucht 
Die Arabidopsis thaliana Pflanzen (Columbia, Col-0; Wassilewskija, WS) wurden entweder 
direkt auf Erde (Einheitserde Typ VM, Balster, Einheitserdewerk GmbH, Fröndenberg) oder 
auf Platten mit Murashige & Skoog -Medium (MS- Medium; 2,2 g MS-Salz, 6 g Phytoagar auf 
1 l H2Odest) angezogen. Die verwendeten transgenen Arabidopsis Pflanzen sind in Tabelle 1 
aufgelistet. 
 
Tabelle 1: Liste der in dieser Arbeit verwendeten Pflanzen: 
Name Ziel Gen Ökotyp Insertion Original Quelle 
12200-KO1 At1g12200 WS-0 T-DNA Flag DB NASC (Nottingham Arabidopsis 
Stock Centre) 
12200-KO2 At1g12200 Col-0 T-DNA SALK047621 NASC (Nottingham Arabidopsis 
Stock Centre) 
62580-KO1 At1g62580 Col-0 T-DNA Sail443E08 NASC (Nottingham Arabidopsis 
Stock Centre) 
63340-KO1 At1g63340 Col-0 T-DNA SALK129184 NASC (Nottingham Arabidopsis 
Stock Centre) 
63340-KO2 At1g63340 Col-0 T-DNASALK110641 NASC (Nottingham Arabidopsis 
Stock Centre) 
62600-KO1 At1g62600 Col-0 T-DNA SALK001107 NASC (Nottingham Arabidopsis 
Stock Centre) 
62600-KO2 At1g62600 Col-0 T-DNA GABI-KAT129F08 Weisshaar B. et al., Max-Planck-
Institut für Züchtungsforschung 
62620-KO1 At1g62620 Col-0 T-DNA SALK017155 NASC (Nottingham Arabidopsis 
Stock Centre) 
62620-KO2 At1g62620 Col-0 T-DNA SALK108821 NASC (Nottingham Arabidopsis 
Stock Centre) 
63370-KO1 At1g63370 Col-0 T-DNA SM3.35423 NASC (Nottingham Arabidopsis 
Stock Centre) 
07800-KO1 At5g07800 Col-0 T-DNA SALK060816 NASC (Nottingham Arabidopsis 
Stock Centre) 
07800-KO2 At5g07800 Col-0 T-DNA SALK081319 NASC (Nottingham Arabidopsis 
Stock Centre) 
61290-KO1 At5g61290 Co-0l T-DNA SAIL714A09 NASC (Nottingham Arabidopsis 
Stock Centre) 
61290-KO2 At5g61290 Col-0 T-DNA SM3.23745 NASC (Nottingham Arabidopsis 
Stock Centre) 
35S12200-1 At1g12200 Col-0 pJ3-35S-cDNA 
At1g12200 
BioIII, RWTH Aachen, dieses 
Projekt 
35S12200-2 At1g12200 Col-0 pJ3-35S-cDNA 
At1g12200 
BioIII, RWTH Aachen, dieses 
Projekt 
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35S62600-1 At1g62600 Col-0 pJ3-35S-cDNA 
At1g62600 
BioIII, RWTH Aachen, dieses 
Projekt 
35S62620-1 At1g62620 Col-0 pJ3-35S-cDNA 
At1g62620 
BioIII, RWTH Aachen, dieses 
Projekt 
35S63370-1 At1g63370 Col-0 pGWB2-35S-gDNA 
At1g63370 
BioIII, RWTH Aachen, dieses 
Projekt 
35S63370-2 At1g63370 Col-0 pGWB2-35S-gDNA 
At1g63370 
BioIII, RWTH Aachen, dieses 
Projekt 
35S07800-1 At5g07800 Col-0 pGWB2-35S-gDNA 
At5g07800 
BioIII, RWTH Aachen, dieses 
Projekt 
35S07800-2 At5g07800 Col-0 pGWB2-35S-gDNA 
At5g07800 
BioIII, RWTH Aachen, dieses 
Projekt 
35S61290-1 At5g61290 Col-0 pJ3-35S-cDNA 
At5g61290 
BioIII, RWTH Aachen, dieses 
Projekt 
35S61290-2 At5g61290 Col-0 pJ3-35S-cDNA 
At5g61290 
BioIII, RWTH Aachen, dieses 
Projekt 
FMO1-Ü1 At1g19250 Rps2 Activation tagging(FMO1 
R162-5) 
Koch et al. (2006) 
FMO1-Ü2 At1g19250 Col-0 pJ3-35S-cDNA 
At1g19250 
Koch et al. (2006) 
35SGSox1 At1g65860 Col-0 pCAMBIA230035Su Barbara Halkier (Dänemark) 
Universität Kopenhagen 
GSox1-KO At1g65860 Col-0 T-DNA -Salk_079493 Barbara Halkier (Dänemark) 
Universität Kopenhagen 
GSox2-KO At1g62540 Col-0 T-DNA -Salk_080561 Barbara Halkier (Dänemark) 
Universität Kopenhagen 
GSox4-KO At1g62570 Col-0 T-DNA -Salk_059185 Barbara Halkier (Dänemark) 
Universität Kopenhagen 
GSox5-KO1 At1g12140 Col-0 T-DNA - GK525A06 Barbara Halkier (Dänemark) 
Universität Kopenhagen 
GSox5-KO2 At1g12140 Col-0 T-DNA - 
WiscDsLox361H10 
Barbara Halkier (Dänemark) 
Universität Kopenhagen 
 
Für die Aufzucht auf Erde wurden die Samen auf feuchter Erde für 48 Stunden bei 4°C 
stratifiziert. Nach 2-3 Wochen wurden die Keimlinge zu X (die Anzahl ist abhängig vom 
jeweiligen Versuchsansatz) pro Topf pikiert. Die Pflanzenanzucht fand in einer Phytokammer 
(York; Mannheim, Deutschland) bei einer relativen Luftfeuchte von 60 bis 70%, 22°C und 
einem Tag-Nacht-Rhythmus von 8½ Stunden Licht zu 15½ Stunden Dunkel statt. In den 
ersten Anzuchttagen wurden durchsichtige Plastikhauben über die Töpfe gezogen, um die 
Luftfeuchtigkeit zu erhöhen und die erste Lichteinstrahlung zu minimieren. 
Zur Anzucht der Pflanzen auf 20 bis 25 ml sterilem MS – Medium, wurden die Samen 
zunächst für 10 Minuten in 70%igem Ethanol, danach für 2 min in 100%igem Ethanol 
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sterilisiert. Nach Entfernen des Ethanols wurden die Samen unter einer Sterilbank auf 
sterilem Filterpapier getrocknet und anschließend auf die Platten verteilt. Falls die Pflanzen 
selektioniert werden sollten, wurde Antibiotika in das MS-Medium gegeben und die Samen 
mit Hilfe eines Filterpapiers möglichst gleichmäßig auf der MS-Platte verteilt, so dass sie sich 
nicht berührten. 
Die Platten wurden mit luftdurchlässigem Band (Micropore, 3M) verklebt. Anschließend 
erfolgte die Stratifizierung bei 4°C für 48 Stunden. Aufgezogen wurden die Pflanzen in einem 
Klimaschrank (Sanyo, MLR-350, Japan) bei einem Tag-Nacht-Rhythmus von 8½ Stunden Licht 
zu 15½ Stunden Dunkel. Es wurden Pflanzenlampen (Philips) mit einer Lichtstärke von ca. 
150 μmol s-1 m-2 benutzt. 
Die Temperatur betrug zu jeder Zeit 22°C. Die Pflanzen zur Zucht der herbivoren Insekten 
wurden im Gewächshaus angezogen ohne zusätzliche Beleuchtung. Es wurden Kohlrabi, 
Weißkohl, Brokkoli oder Wirsing Samen genutzt (Obi). 
 
5.2 Zucht der herbivoren Insekten 
Eine Starterkolonie des kleinen Kohlweißlings (Pieris rapae) wurde von Corne Pieterse und 
Adrian Verhaage aus 
dem Institut für 
Phytopathologie der 
Universität Utrecht zur 
Verfügung gestellt. 
Durch die eigene 
Nachzucht standen für 
die physiologischen 
Versuche der Arabi-
dopsis-Insekten Inter-
aktion zu jeder Zeit 
Raupen definierten 
Alters zur Verfügung. 
Die Zucht der Raupen 
fand in Plexiglas-
Abbildung 13: Raupenzucht A: Kohlpflanzen mit Eiern und Raupen welche der 
Nachzucht dienten. B: Kohlblätter mit Eiern (mit einem Pfeil markiert) des kleinen 
Kohlweißlings. C: Eine Raupe des Kohlweißlings ist kurz vor der Verpuppung. D: Die 
Falter des Kohlweißlings befinden sich unter einem Netz mit einer Kohlpflanze zur 
Eiablage. Die Petrischalen mit Mullbinde und 10% Honigwasser auf rotem Karton 
dienten als Futterquelle (Blütenattrappen). 
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Käfigen (Werkstatt der RWTH Aachen) auf Kohl-pflanzen statt (Abbildung: 13). Nach der 
Verpuppung der Raupen wurden diese in das Netz zur Zucht der Falter überführt (Abbildung 
13D). In diesem Netz dienten Petrischalen mit einer Mullbinde und Honig-Wasser (10%), die 
auf rotem Karton standen (Blüten-attrappen) als Nahrungsquelle. In dieses Netz wurde jeden 
Tag eine Kohlpflanze zur Eiablage gestellt, sodass die Eier immer von einem Tag stammten 
und dadurch die daraus schlüpfenden Raupen ein definiertes Alter hatten. 
Durch zusätzliche Lampen erhielt die Zucht konstant mind. 14 h Licht und eine Dunkelphase 
von höchstens 10 h. Das ist nötig, um den Generationszyklus des Kohlweißlings aufrecht zu 
erhalten, da sich im Winter, also bei einer längeren Dunkel-Phase, keine Falter entwickeln. 
 
5.3  Molekularbiologische Methoden 
Die gängigen molekularbiologischen Methoden wurden, falls nicht anders vermerkt, nach 
Sambrook et al. (2002) durchgeführt. 
5.3.1 Extraktion pflanzlicher genomischer DNA 
Schnelle Extraktion 
Diese Methode dient der Extraktion von pflanzlicher genomischer DNA mit anschließender 
Analyse per PCR, zur Charakterisierung der Funktionsverlustmutanten. 
Ein Blatt der zu analysierenden Pflanze wurde mit 100 µl Puffer A (10 M NaOH, 20% Tween) 
bei 95°C für 10 min aufgekocht und abgekühlt. Darauf folgen 100 µl Puffer B (2 mM EDTA, 
100 mM Tris/HCl pH 2.0). 
Gewinnung gDNA von hoher Qualität 
Das Pflanzenmaterial (etwa 0,25 g) wurde in flüssigem Stickstoff zu feinem Pulver gemörsert 
und mit einem gekühlten Spatel in ein 2 ml Eppendorf Gefäß (Eppi) überführt, welches 0,7 
ml Extraktion-Puffer (100 mM NaCl, 10 mM EDTA, 2% (w/v) SDS, 100 mM Tris/HCl pH 8.5) 
enthielt. Direkt im Anschluss wurde das Eppi mehrfach geschüttelt. Danach wurden 0,7 ml 
Phenol/Chloroform/Isoamylalcohol (25:24:1) hinzugefügt und für 1 min gevortext (Reax I, 
Heidolph-Elektro AG, Schwabach Deutschland). Durch Zentrifugation für 3 min bei 4 °C und 
15.300 rpm wurden verschiedene Phasen getrennt. Danach wurde die obere wässrige Phase 
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vorsichtig in ein frisches 2 ml Eppi überführt und der Rest verworfen. Es wurden nun 0,5 ml 
Chloroform/Isoamylalcohol (24:1) hinzugefügt, das Eppi erneut gevortext und anschließend 
zentrifugiert. Aus der oberen wässrigen Phase wurden 600 µl in ein frisches 2 ml Eppi mit 60 
µl 3 M NaAc pH 5,2 pipettiert. Nun wurden 1,4 ml eisgekühlter 100%iger Ethanol hinzugefügt 
und durch kurzes Schütteln gemixt. Die dadurch gefällten Nukleinsäuren wurden durch 
Zentrifugation für 10-30 min bei 15.300 rpm und 4 °C pelletiert. Der Überstand wurde 
vollständig entfernt und das Pellet in 500 l 1x TE (10 mM Tris/HCl pH 8.0, 1 mM EDTA) 
gelöst. Um RNA aus der Probe zu entfernen, wurden 2,5 l RNase (10mg/ml) für 30 min bei 
37 °C reagieren lassen. Die RNase wurde durch erneute Nukleinsäure-Fällung entfernt. Das 
DNA Pellet wurde in etwa 30 µl sterilem 1X TE-Puffer aufgenommen und nach einem 
Kontroll-Gel direkt verwendet oder bei 4°C gelagert. 
5.3.2 Polymerase Ketten Reaktion (PCR) 
Die Polymerase Ketten Reaktion (PCR) ist eine Methode zur Amplifikation und Modifikation 
von bestimmter DNA, die durch zwei angrenzende DNA Sequenzen definiert wird (Saiki et 
al., 1988). In diesem Projekt wurden zwei unterschiedliche Polymerasen genutzt. Zur 
Charakterisierung der Funktionsverlust-Mutanten, Überexpressionslinien und für die semi-q-
RT PCR wurde der Dream Taq Mix von Fermentas (St. Leon-Rot,) genutzt. Enthalten ist eine 
klassische Taq-Polymerase, ohne Proof-reading Eigenschaft, was für diese Aufgabenstellung 
ausreichend war. Für die Klonierungsarbeiten wurde die KOD Hot Start von Novagen (Merck 
Biosciences, Darmstadt) genutzt. Das ist eine Proof-reading Polymerase, wodurch die Fehler 
bei der Amplifikation des gewünschten DNA-Abschnittes minimiert werden. Die Sequenzen 
und genauen Beschreibungen der hier genutzten Oligos wurden im Anhang aufgelistet. 
5.3.2.1 PCR mit dem Dream Taq Mix 
PCR Standard Programm für eine Taq-Polymerase (1KB pro 1 Minute) 
 94°C for 2 :00 (denaturation) 
 94°C for 0:30 (denaturation) 
 58°C for 0:30 (annealing) 
 70°C for 1:00 (extention); 30 Wiederholungen ab Schritt 2 
 70°C for 5 :00 (final elongation) 
 10°C for ever. 
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PCR-Mix 
 Forward Oligo  0,2 µl 
 Reverse Oligo  0,2 µl 
 Dream Taq Mix 10 µl 
 Template  X µl 
 Wasser  X µl 
 Endvolumen  20 µl 
5.3.2.2 PCR mit der KOD Hot Start-Polymerase 
KOD-Hot Start Polymerase (1KB pro 15 s) 
PCR-Programm 
 95°C für 2 :00 min (denaturation) 
 95°C für 0:20 min (denaturation) 
 58°C für 0:10 min (annealing) 
 70°C für 0:30 min (extention); 30 Wiederholungen ab Schritt2 
 70°C für 15 :00 min (final elongation) 
 4°C for ever. 
Der PCR-Mix wurde, wie in der Anleitung des Herstellers beschrieben, angesetzt. 
5.3.3 Charakterisierung der Funktionsverlust Mutanten 
Zur Charakterisierung der Funktionsverlust Mutanten wurde gDNA aus den Blättern der zu 
analysierenden Pflanzen und des jeweiligen Wildtyps extrahiert (Kapitel: 3.7.3.1). Diese 
wurde als Template der folgenden PCR genutzt. Jede Probe wurde mit zwei 
unterschiedlichen PCRs analysiert, um die Linien zu charakterisieren. Es wurde eine Wildtyp 
(WT) PCR durchgeführt, bei der die Primer so gewählt wurden, dass nur ein Produkt 
entstehen konnte, wenn keine T-DNA Insertion vorlag. Eine  FST-PCR wurde durchgeführt, 
bei der die Primer so gewählt wurden, dass einer der Primer an die T-DNA bindet und der 
andere genspezifisch ist, so dass nur ein Produkt entstehen konnte, wenn eine T-DNA 
Insertion vorlag. Die hierfür genutzten Primer mit den jeweiligen Anlagerungs-Temperaturen 
sind in der folgenden Tabelle aufgelistet. 
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Tabelle 2: Liste mit den Primern, die zur Charakterisierung der jeweiligen KOs verwendet wurden 
Name Gen 
Linie 
Primer für die 
WT PCR 
Primer für die 
FST PCR 
 
Anlagerungs 
Temperatur 
Besonderheiten 
 
Insertion    Ökotyp  Resistenz 
12200 
-KO1 
 
-KO2 
At1g12200 
Flag DB 
 
Salk047621 
12200ex1F 
12200ex1R 
 
12200Prom(-630)F 
12200Ex1R 
12200ex1R 
FlagDB LB2 
 
12200Prom(-630)F 
LB3 
58 °C (errechnet) 
 
 
58 °C (errechnet) 
Exon1 
 
 
Promotor 
WS 
 
 
Col 
 
Basta 
 
 
Kanamycin 
62580 
-KO1 
At1g62580 
Sail443E08 
62580Ex6specF 
625803’UTRR 
62580Ex6specF 
sailLBnest 
58 °C 
(per Gradienten PCR 
) 
Exon7 
 
Col 
 
Basta 
 
63340 
-KO1 
 
KO2 
 
At1g63340 
Salk129184 
 
Salk110641 
63340GWnoATGF 
63340specIntronR 
 
63340ex5in5F 
63340ex6R 
63340GWnoATGF 
LB3 
 
63340Ex5in5F 
SalkLB2 
58 °C (errechnet) 
 
65 °C 
(per Gradienten PCR 
) 
Exon1 
 
 
Exon1 
 
Col 
 
 
Col 
 
Kanamycin 
 
 
Kanamycin 
62600 
-KO1 
 
-KO2 
At1g62600 
SALK001107 
 
GabiKat129F08 
626005’100bpnestF 
62600specIntr1R 
 
62600Prom(-286)F 
62600ex1R 
626005’100bpnestF 
SalkLB3 
 
62600ex1R 
GabiLBnest 
58 °C (errechnet) 
 
 
58 °C (errechnet) 
Exon1 
 
 
Exon1 
Col 
 
 
Col 
 
Kanamycin 
 
 
Sulfadiacin 
62620 
-KO2 
 
-KO1 
At1g62620 
Salk108821 
 
Salk017155 
62620ex4F 
62620down3’UTRspecR 
 
62620specR 
62620ex1F 
nest 
62620specR 
62620ex1F 
LB2 
62620down3’UTRspecR 
 
62620specR 
LB2 
nest 
62620specR 
LB3 
60 °C (errechnet) 
 
 
53 °C (errechnet) 
Exon5 
 
 
Exon1 
 
 
1 
Col 
 
 
 
Col 
 
 
 
Kanamycin 
 
 
 
Kanamycin 
 
 
 
 
 
 
63370- 
KO1 
 
At1g63370 
GT7793 
heterozygot 
 
sm3.35423 
 
63370ex1F 
63370Intr1specR 
 
 
63370Prom(-127)specF 
63370Intr1specR 
63370Intr1specR 
GTGS30,GTGS31 
 
 
63370Prom(-127)specF 
smdspm 3‘ 
60 °C (errechnet) 
 
 
53 °C (errechnet) 
Exon1 
 
 
 
Promotor 
Laer 
 
 
 
Col 
 
Kanamycin 
 
 
 
Basta 
07800 
-KO2 
 
-KO1 
At5g07800 
Salk081319 
 
Salk060816 
PCR ProbR 
Salk verify nest 
 
PCR ProbR 
Salk verify nest 
LB3 
Salk verify nest 
 
LB3 
Salk verify nest 
58 °C (errechnet) 
 
58 °C (errechnet) 
Exon1 
 
 
Exon1 
Col 
 
 
Col 
Kanamycin 
 
 
Kanamycin 
61290 
-KO2 
 
-KO1 
At5g61290 
Sm3.23745 
 
Sail714A09 
 
 
Prom nest F 
Ex1nest R 
 
Ex6F 
GWStopR 
Prom nest F 
Smdspm 3’nest 
 
Ex6F 
LBnest 
58 °C (errechnet) 
 
58 °C (errechnet) 
Promotor 
 
 
Exon7 
Col 
 
 
Col 
 
Basta 
 
 
Basta 
 
Heterozygot waren die Linien, bei denen es sowohl ein PCR-Produkt bei der WT-PCR als auch 
bei der FST-PCR gab. Homozygot waren die Linien, die kein PCR-Produkt bei der WT-PCR 
hatten, aber ein PCR-Produkt bei der FST-PCR. Als Kontrollen dienten WT-DNA und eine 
Negativkontrolle mit Wasser statt DNA. Nachdem charakterisiert wurde, welche Mutanten 
homozygot bezüglich der T-DNA Insertion waren, wurde in diesen Mutanten die Expression 
des jeweiligen Gens überprüft. Hierfür wurde RNA aus den jeweiligen Mutanten extrahiert 
(Kapitel: 5.3.7) und eine semiquantitative RT-PCR durchgeführt (Kapitel: 5.3.4). Die in der 
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folgenden Tabelle aufgelisteten Primer dienten der Überprüfung der Funktionsverlust-
Mutanten bezüglich der Expression des jeweiligen Gens. 
 
Tabelle 3: Liste der Oligos zur Überprüfung der Funktionsverlust-Mutanten per semiq-RT-PCR 
Name Gen 
Linie 
Forward Primer Reverse Primer 
 
Anlagerungs Temperatur 
12200 
-KO1 
-KO2 
At1g12200 
Flag DB 
Salk047621 
 
12200ex1 
12200Ex5/6 
 
12200ex6/7 
12200ex6/7 
56 °C (errechnet) 
 
 
62580 
-KO1 
At1g62580 
Sail443E08 
 
62580ex6spec 
 
62580GWStop 
56 °C 
 
63340 
-KO1 
-KO2 
 
At1g63340 
Salk129184 
Salk110641 
 
63340GWnoATG 
63340ex2 
 
63340ex5/6spec 
63340ex6 
58°C (errechnet) 
 
62600 
-KO1 
-KO2 
At1g62600 
SALK001107 
GabiKat129F08 
 
62600 5’100bpnest 
62600GWATG 
 
62600Ex5 
62600ex6/7 
56°C (errechnet) 
 
 
62620 
-KO2 
 
-KO1 
At1g62620 
Salk108821 
 
Salk017155 
 
62620ex1 
62620ex4 
 
62620ex6/7 
62620ex6/7 
60 °C (errechnet) 
 
63370- 
KO1 
 
At1g63370 
sm3.35423 
 
Keine Überprüfung möglich, 
Da Primer immer auch an 
At1g62620 binden 
 
  
 
 
 
07800 
-KO2 
-KO1 
At5g07800 
Salk081319 
Salk060816 
 
07800ex5/6 
07800ex5/6 
 
07800ex6/7 
07800ex6/7 
58 °C (errechnet) 
 
 
61290 
-KO2 
-KO1 
At5g61290 
Sm3.23745 
Sail714A09 
 
 
61290ex5/6 
61290ex5/6 
 
61290ex6/7 
61290ex6/7 
58 °C (errechnet) 
 
 
 
 
5.3.4 Molekulare Überprüfung der Überexpressionslinien 
Die erste Generation der potentiellen Überexpressionslinien nach der Transformation (T1) 
wurde mit Hilfe von semiquantitativer RT-PCR überprüft. Hierfür wurde Blattmaterial 
geerntet und daraus die RNA extrahiert (Kapitel 3.7.3.8). Die RNA wurde dann in cDNA 
umgeschrieben. Die anschließende PCR, zur Überprüfung der Expression des Ziel-gens, 
wurde wie oben beschrieben, mit dem Dream-Taq Mix durchgeführt. Als Kontrolle diente 
immer eine unter selben Bedingungen herangezogene Wildtyp-Pflanze. Die einzusetzende 
Menge an cDNA wurde mit Hilfe des, in allen Pflanzen konstant exprimierten, Aktin-Gens 
bestimmt. Die zur Überprüfung verwendeten Primer sind in der folgenden Tabelle 
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aufgelistet. Die überexprimierenden Linien wurden in die zweite Generation nach der 
Transformation (T2) gebracht, wo ihre Segregation überprüft wurde (1:3) (nicht resistent: 
resistent gegen Herbizid-Selektion), zwecks Bestimmung der T-DNA Insertionshäufigkeit. In 
der T3-Generation wurde wiederum ihre Segregation überprüft (100%), zur Identifikation der 
homozygoten Linien. Erneut wurde die Überexpression des jeweiligen Zielgens überprüft. 
 
Tabelle 4: Liste der Primer, die zur Überprüfung der jeweiligen Überexpressionslinien verwendet wurden 
Name Gen Primer Anlagerungs 
Temperatur 
 
Segregation DNA Besonderheiten 
 
Linien                Plasmid       Resistenz 
12200-
-Ü1 
-Ü2 
At1g12200 
 
12200ex5/6F 
12200ex6/7R 
56°C Überprüft 
T2  1:3 
T3   100% 
cDNA 2 Linien 
homozygot 
pJawohl3 
 
Basta 
62580-
-Ü1 
At1g62580 
 
   gDNA    
63340 
-Ü1 
At1g63340 
 
   gDNA    
62600-
-Ü1 
At1g62600 
 
62600ex5/6F 
62600ex6/7R 
56°C Überprüft 
T2  1:3 
T3   100% 
cDNA homozygot 
1 Line 
heterozygot 
1 Line 
pJawohl3 
 
 
Basta 
62620 
–Ü1 
At1g62620 
 
62620ex5/6F 
62620ex6/7R 
56°C Überprüft 
T2  1:3 
T3   100% 
cDNA homozygot 
1 Line 
 
 
pJawohl3 
 
Basta 
63370 
-Ü1 
-Ü2 
At1g63370 
 
63370ex5/6F 
63370ex6/7R 
56°C Überprüft 
T2  1:3 
T3   100% 
gDNA homozygot 
1 Linie 
pGWB2 
 
 
Kanamycin 
Oder 
Hygromycin 
07800 
-Ü1 
-Ü2 
At5g07800 
 
07800ex5/6F 
07800ex6/7R 
56°C Überprüft 
T2  1:3 
T3   100% 
cDNA homozygot 
2 Linen 
 
pGWB2 
 
Kanamycin 
Oder 
Hygromycin 
61290 
-Ü1 
-Ü2 
At5g61290 
 
 
 
61290ex5/6F 
61290ex6/7R 
56°C Überprüft 
T2  1:3 
T3   100% 
cDNA homozygot 
2 Linien 
 
pJawohl3 
 
Basta 
 
5.3.5 RNA-Extraktion (nach Chomczynski und Sacchi, 1987, modifiziert durch Mitarbeiter 
der Arbeitsgruppe von Uwe Conrath, RWTH Aachen ) 
Das Pflanzenmaterial für die RNA-Extraktion wurde mit Hilfe eines Skalpells abgetrennt und 
in Reaktionsgefäße gegeben, die unmittelbar in flüssigem Stickstoff eingefroren wurden. So 
wurden Vorgänge innerhalb der Zelle, wie z.B. RNase-Aktivität, sofort gestoppt, sodass das 
Blattmaterial sich später noch im Zustand des Erntezeitpunkts befand. Die bis zur Extraktion 
bei -70 °C in 50 ml Reaktionsgefäßen gelagerten Blattmaterialproben wurden in flüssigen 
Stickstoff gegeben, gemörsert und erneut im Stickstoff eingefroren. Je drei Spatellöffel 
37 
 
zerkleinerter Blätter wurden mit 4 Glaskugeln in 1,5 ml Reaktionsgefäße gegeben. Zur 
weiteren Zerkleinerung der Blattstücke wurden die Reaktionsgefäße mit zusätzlichen 
Klemmen gesichert und in flüssigen Stickstoff gegeben. In einer Pappschachtel wurden die 
Reaktionsgefäße kräftig geschüttelt und wieder in flüssigem Stickstoff gefroren. Diese 
Schritte wurden so lange wiederholt, bis die Blattstücke zu feinem Pulver zermahlen waren. 
Auf jede der Proben wurde 1 ml Tri-Reagenz (6,08 g Ammoniumthiocyanat, 18,9 g 
Guadiniumthiocyanat, 3,8 g Natriumacetat, 10 ml Glycerin, 76 ml Phenol wassergesättigt, 98 
ml DEPC-Wasser) gegeben. Die Proben wurden daraufhin für ca. 10 s gevortext und 
anschließend 10 min bei Raumtemperatur inkubiert, um RNasen zu inaktivieren 
Nach Entfernen der Glaskugeln wurden zu jeder Probe 100 µl Bromchlorpropan gegeben. 
Nach kurzem Schütteln und 10 s Vortexen bildeten sich drei Phasen: eine organische Phase, 
eine intermediäre, proteinhaltige Phase sowie eine wässrige Phase, welche die RNA enthielt. 
Um die Phasentrennung zu verstärken, wurden die Proben für 10 min bei 4 °C und 14,000 
rpm zentrifugiert. Anschließend wurde ausschließlich aus der oberen, wässrigen Phase 400 
µl abgenommen und zu 400 µl Isopropanol in 1,5 µl Reaktionsgefäße gegeben. Die Proben 
wurden kurz durchmischt, mindestens 1 h gelagert und anschließend 20 min bei 4°C und 
14.000 rpm zentrifugiert. Dabei bildete sich ein RNA-Pellet, das vom Isopropanol-Überstand 
befreit wurde. Auf das Pellet wurden 800 µl 75 % Ethanol (angesetzt mit DEPC-Wasser (50 ml 
Aqua bidest, 500 ml Diethylpyrocarbonat)) gegeben, um letzte Reste vom Isopropanol zu 
entfernen. Es wurde 5 min bei 4 °C und 14.000 rpm zentrifugiert, der Überstand verworfen 
und erneut 800 µl 75 % Ethanol zugegeben. Nach erneutem Zentrifugieren und Verwerfen 
des Überstands wurde das Pellet getrocknet. Auf das getrocknete Pellet wurden 20 µl DEPC-
Wasser gegeben und im Thermomixer (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) bei RT 
geschüttelt (450 rpm), um das Pellet zu resuspendieren. 
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5.3.6 Bestimmung des Nukleinsäure-Gehalts durch Gelelektrophorese und Photometrie 
Zur Auftrennung der Nukleinsäuren wurden Agarosegele (Agarose, TAE, Ethidiumbromid) 
genutzt. 
Marker  GeneRuler® 100 bp DNA Ladder, Fermentas (St. Leon-Rot) 
GeneRuler® 1 kb DNA Ladder, Fermentas (St. Leon-Rot) 
Ladepuffer 6X DNA Loading Dye Solution, Fermentas (St. Leon-Rot) 
2X RNA Loading Dye Solution, Fermentas (St. Leon-Rot) 
Zusätzlich wurde eine photometrische Messung durchgeführt. Die Bestimmung des Gehalts 
der Nukleinsäuren erfolgt über die Absorption der jeweiligen Proben. Die Absorption für 
Nukleinsäuren wurde durch Einstrahlen von Licht mit einer Wellenlänge von 260 nm 
ermittelt. Neben der Probe muss zusätzlich noch eine Blindprobe ("Blank") getestet werden, 
diese beinhaltet die Substanz, in der die Nukleinsäuren gelöst wurden. Deren OD wird von 
der OD der Proben abgezogen, damit tatsächlich nur die OD der Nukleinsäuren gemessen 
wird. 
Zur Messung wurden die Proben zuerst 1:100 verdünnt, indem 198 µl DEPC-Wasser mit 2 µl 
Probe gemischt wurden. Die Verdünnungen wurden mit Licht der Wellenlänge 260 nm 
durchstrahlt. Als Blankprobe diente DEPC-Wasser. Die Ergebnisse wurden wie folgt 
ausgewertet: 
1 A260 Unit of ssRNA = 40 µg/ ml 
A260 * 4 µg/ µl = x µg RNA / µl 
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5.3.7 cDNA-Synthese 
Bei der cDNA-Synthese (complementary DNA) diente die RNA als Matrize und wurde in cDNA 
umgeschrieben, die wurde dann für weitere Untersuchungen per PCR genutzt z.B. zum 
Nachweis der Expression eines Gens. 
Die Synthese der cDNA erfolgt mit Hilfe des Kits Revert AidH Minus M-MuLV Reverse 
Transcriptase (Fermenats, St Leon-Roth, Deutschland). Es wurden 3 µg RNA eingesetzt, um 
nach jeder Reaktion eine möglichst gleiche Menge an cDNA zu erhalten. Die cDNA Synthese 
wurde, wie in der Anleitung des Kits beschrieben, durchgeführt. 
5.3.8 Semiquantitative RT-PCR 
Eine semiquantitative RT-PCR wurde durchgeführt, um zu überprüfen, ob ein Gen unter 
verschiedenen Bedingungen oder in verschiedenen Genotypen unterschiedlich stark 
exprimiert wurde. Zur Kontrolle muss die PCR mit Primern für ein konstitutiv exprimiertes 
Gen (hier Aktin) durchgeführt werden, um die Expression dieses Gens zu normieren. Bei 
dieser PCR sollte es sich nicht um eine Endpunkt-PCR handeln. Anschließend wurde die 
Stärke der Banden mit Hilfe des Aida Image Analyser (siehe Kapitel 3.3.3) berechnet. Die 
Werte wurden auf das konstitutiv exprimierte Gen normiert und daraufhin miteinander 
verglichen. 
5.3.9 Eluieren eines DNA Fragmentes aus einem Agarose-Gel 
Um die DNA Fragmente aus dem Agarose-Gel zu eluieren, wurde das Kit „gel extraction“ von 
Peqlab (Erlangen, Deutschland) laut Anleitung benutzt. 
5.3.10 DNA Sequenzierung 
Verschiedene Sequenzierungsreaktionen wurden durch Jost Muth und Kollegen am Institut 
für Molekulare Biotechnologie der RWTH Aachen durchgeführt. 20 pmol des verwendeten 
Primers und 1,2- 1,5 µg der zu sequenzierenden DNA wurden eingesetzt. 
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5.3.11 Gateway Klonierung 
Die Gateway Klonierung (Invitrogen) wird als sehr effizient beschrieben (99% positive 
Transformanten). Die Grundlage dieser Technik beruht auf dem Rekombinationssystem des 
Phagen λ, dieser integriert seine eigene DNA in das Genom von E. coli. Der 
Integrationsvorgang ist in dieser Technik irreversibel und wird von Proteinen katalysiert 
(Integrase, Integration Host Factor). Für die Integration des zu transferierenden DNA 
Abschnittes sind spezifische Sequenzabschnitte, Verbindungsstellen (attachment sites) nötig, 
in dem zu transferierenden Abschnitt, wie in dem Abschnitt, in den es integriert werden soll. 
Dem Gen, das kloniert werden sollte, wurden zuerst mit Hilfe von PCR durch spezifische 
Primer „attachment sites“ angefügt (attB-Attachment sites). 
BP Reaktion 
Durch die BP-Reaktion, wurde das im Donor-Vektor enthaltene ccdB-Gen und die 
Chloramphenicol Resistenz, gegen das PCR-Produkt mit den Verbindungsstellen 
ausgetauscht. Durch das ccdB-Gen sterben die Bakterien, bei denen der Austausch nicht 
stattgefunden hat. 
Die BP Reaktion diente dem Austausch eines DNA Fragmentes (AttB-Regionen  attP-
Regionen). Es entsteht ein Entry Klon. 
Für diese Reaktion wurden folgende Reagenzien bei Raumtemperatur in ein 1,5 ml Eppi 
gegeben. 
attB-PCR Produkt (40-100 fmol) 1-10 µl 
pDONR™ vector (supercoiled, 150 ng/µl) 2 µl 
5X BP Clonase™ Reaktionspuffer 4 µl 
TE Puffer, pH 8.0 to 16 µl 
Daraufhin wurden 4 µl BP Clonase™ Enzyme hinzugefügt und gemischt. 
Die Probe/das Gemisch wurde für mindestens eine Stunde bei 25°C inkubiert. 
Es folgte eine Transformation von E. coli Zellen mit dem Gemisch und die entsprechende 
Selektion. 
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LR Reaktion 
Bei der LR Reaktion erfolgte der Austausch zwischen dem Entry Klon, der die attL-Region 
enthielt, und dem Ziel-Vektor, der die attR-Region enthielt. Hierbei wird das dazwischen 
liegende Stück ausgetauscht, wodurch der Expressionsklon entstand. 
Für diese Reaktion wurden folgende Reagenzien bei Raumtemperatur in ein 1,5 ml Eppi 
gegeben. 
Entry Klon (supercoiled, 100-300 ng) 1-10 µl 
Ziel Vektor (supercoiled, 150 ng/µl) 2 µl 
5X LR Clonase™ Reaktionspuffer 4 µl 
TE Puffer, pH 8.0 to 16 µl 
Daraufhin wurden 4 µl BP Clonase™ Enzyme hinzugefügt und vorsichtig gemischt. 
Die Reaktion wurde für mindestens eine Stunde bei 25°C inkubiert. 
Es folgte eine Transformation (Sambrook et al. (2002)) von E. coli Zellen mit dem Gemisch 
und danach die Anzucht mit der entsprechenden Antibiotika-Selektion (die jeweilige 
Antibiotika-Selektion ist auf den Plasmidkarten im Anhang angegeben). 
Nach der Transformation wurde das Plasmid aus den E. coli Zellen durch MiniPrep 
(Sambrook et al. (2002)) extrahiert. 
Falls es sich hierbei um ein Plasmid zur Lokalisation oder zur Überexpression eines Proteins 
handelte, wurde es daraufhin in Agrobakterien transformiert (Sambrook et al. (2002)). 
Mit Hilfe der Agrobakterien wurden die Arabidopsis Pflanzen durch „Floral Dipping“ 
transformiert (Sambrook et al. (2002)). 
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5.3.12 Plasmide 
Hier folgt eine Liste der in dieser Arbeit erstellten und verwendeten Plasmide. In dieser Liste 
liegt eine kurze Beschreibung vor, mit dem jeweiligen Ursprungsplasmid, der verwendeten 
Klonierungsstragie, den jeweiligen Resistenzmarkern und deren Funktionen. 
 
Tabelle 5: Liste der in dieser Arbeit erstellten und verwendeten Plasmide 
Name des 
Plasmids 
 
Ursprungsplasmid 
 
Klonierungsstrategie 
 
Resistenz Marker 
 
Funktion 
pJ3 35S:: 12200 
Abbildung siehe 
Anhang 
pJawohl3-RNAi 
(Ülker, Max-Planck- 
Institute, Köln) 
 
cDNA von At1g12200 
kloniert zwischen BglII 
und SpeI 
 
Amp
R
 in E.coli; 
Carb
R
 in Agro ; 
BASTA
R
 in 
Pflanzen 
Überexpression 
pJ3 35S:: 62600 
Abbildung siehe 
Anhang 
pJawohl3-RNAi 
(Ülker, Max-Planck- 
Institute, Köln) 
 
cDNA von At1g62600 
kloniert zwischen 
BamHI und SpeI 
 
Amp
R
 in E.coli; 
Carb
R
 in Agro ; 
BASTA
R
 in 
Pflanzen 
Überexpression 
pJ3 35S:: 62620 
Abbildung siehe 
Anhang 
pJawohl3-RNAi 
(Ülker, Max-Planck- 
Institute, Köln) 
 
cDNA von At1g62620 
kloniert zwischen BclI 
und SpeI 
 
Amp
R
 in E.coli; 
Carb
R
 in Agro ; 
BASTA
R
 in 
Pflanzen 
Überexpression 
pGWB2 35S:: 
63370 
Abbildung siehe 
Anhang 
PGWB2 (Japan) gDNA von At1g63370 
kloniert zwischen die 
Gateway Bereiche 
att1,att2 
Hyg
R
 and Kan
R
 in 
E.coli; Hyg
R
 and 
Kan
R
 in Agro; 
Hyg
R
 or Kan
R
 in 
Pflanzen 
Überexpression 
pGWB2 35S:: 
07800 
Abbildung siehe 
Anhang 
PGWB2 (Japan) cDNA von At5g07800 
kloniert zwischen die 
Gateway Bereiche 
att1,att2 
Hyg
R
 and Kan
R
 in 
E.coli; Hyg
R
 and 
Kan
R
 in Agro; 
Hyg
R
 or Kan
R
 in 
Pflanzen 
Überexpression 
pJ3 35S:: 61290 
Abbildung siehe 
Anhang 
pJawohl3-RNAi 
(Ülker, Max-Planck- 
Institute, Köln) 
cDNA von At5g61290 
kloniert zwischen 
BamHI und SpeI . 
Amp
R
 in E.coli; 
Carb
R
 in Agro ; 
BASTA
R
 in 
Pflanzen 
Überexpression 
pGWB2 35S:: 
FMO1 
Abbildung siehe 
Anhang 
pGWB2 (Japan) cDNA von FMO1 
kloniert zwischen die 
Gateway Bereiche 
att1,att2 
Hyg
R
 and Kan
R
 in 
E.coli; Hyg
R
 and 
Kan
R
 in Agro; 
Hyg
R
 or Kan
R
 in 
Pflanzen 
Überexpression 
pGWB5 35S::GFP-
FMO1 
Abbildung siehe 
Anhang 
pGWB5 (Japan) cDNA von FMO1 
kloniert zwischen die 
Gateway Bereiche 
att1,att2 
Hyg
R
 and Kan
R
 in 
E.coli; 
Hyg
R
 und Kan
R
 in 
Agro; 
Hyg
R
 oder Kan
R
 in 
Pflanzen 
Lokalisation 
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pGWB6 
35S::FMO1-GFP 
Abbildung siehe 
Anhang 
pGWB6 (Japan) cDNA von FMO1 
kloniert zwischen die 
Gateway Bereiche 
att1,att2 
Hyg
R
 and Kan
R
 in 
E.coli; 
Hyg
R
 und Kan
R
 in 
Agro; 
Hyg
R
 oder Kan
R
 in 
Pflanzen 
Lokalisation 
PromotorFMO1::
GUS 
Abbildung siehe 
Anhang 
pLH7000 
(HAUSMANN,L; 
TÖPFER, R. GenBank 
Acc.-No. AY234330) 
PromoterFMO1::GUS 
zwischen die SfiI 
Schnittstellen kloniert 
 
AmpR in E.coli; 
CarbR in Agro; 
BASTAR in 
Pflanzen 
 
Lokalisation 
pGWB5 35S::GFP-
07800 
Abbildung siehe 
Anhang 
pGWB5 (Japan) cDNA von At5g07800 
kloniert zwischen die 
Gateway Bereiche 
att1,att2 
Hyg
R
 and Kan
R
 in 
E.coli; 
Hyg
R
 und Kan
R
 in 
Agro; 
Hyg
R
 oder Kan
R
 in 
Pflanzen 
Lokalisation 
pGWB6 
35S::07800-GFP 
Abbildung siehe 
Anhang 
pGWB6 (Japan) cDNA von At5g07800 
kloniert zwischen die 
Gateway Bereiche 
att1,att2 
Hyg
R
 and Kan
R
 in 
E.coli; 
Hyg
R
 und Kan
R
 in 
Agro; 
Hyg
R
 oder Kan
R
 in 
Pflanzen 
Lokalisation 
Promotor07800::
GUS 
Abbildung siehe 
Anhang 
pLH7000 
(HAUSMANN,L; 
TÖPFER, R. GenBank 
Acc.-No. AY234330) 
Promoter07800::GUS 
zwischen die SfiI 
Schnittstellen kloniert 
 
AmpR in E.coli; 
CarbR in Agro; 
BASTAR in 
Pflanzen 
 
Lokalisation 
pGWB6 
35S::12200-GFP 
Abbildung siehe 
Anhang 
pGWB6 (Japan) cDNA von At1g12200 
kloniert zwischen die 
Gateway Bereiche 
att1,att2 
HygR and KanR in 
E.coli; 
HygR und KanR in 
Agro; 
HygR oder KanR 
in Pflanzen 
Lokalisation 
Promotor12200::
GUS 
Abbildung siehe 
Anhang 
pLH7000 
(HAUSMANN,L; 
TÖPFER, R. GenBank 
Acc.-No. AY234330) 
Promoter12200::GUS 
zwischen die SfiI 
Schnittstellen kloniert 
 
AmpR in E.coli; 
CarbR in Agro; 
BASTAR in 
Pflanzen 
 
Lokalisation 
 
 
Antibiotika zur Selektion der Bakterien bzw. Pflanzen 
Soweit möglich wurden alle Antibiotika in Stammlösungen angesetzt, die 1000fach 
konzentriert sind, wie unten beschrieben. Zur Selektion wurden die Lösungen auf die 
einfache Konzentration verdünnt. Die entsprechenden Antibiotika wurden den jeweiligen 
Medien bei einer Temperatur unter 50°C hinzugefügt. 
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 Ampicillin=Amp100 
1000x Vorratslösung: 
100 mg Ampicillin wurden in 1 ml H2O aufgelöst. Die Lösung wurde steril filtriert, in 
Eppis aufgeteilt und bei -20°C gelagert. 
 Kanamycin=Kan50 
1000x Vorratslösung: 
500 mg Kanamycin wurden in 10 ml H2O aufgelöst. Die Lösung wurde steril filtriert, in 
Eppis aufgeteilt und bei -20°C gelagert. 
 Hygromycin=Hyg50 
1000x Vorratslösung: 
500 mg Hygromycin wurden in 10 ml H2O aufgelöst. Die Lösung wurde steril filtriert, 
in Eppis aufgeteilt und bei 4°C gelagert. 
 Spectinomycin=Spec100 
1000x Vorratslösung: 
100 mg Spectinomycin wurden in 1 ml H2O aufgelöst. Die Lösung wurde steril filtriert, 
in Eppis aufgeteilt und bei -20°C gelagert. 
 Streptomycin=Strep100 
1000X Vorratslösung: 
1 g Streptomycin wurde in 10 ml H2O aufgelöst. Die Lösung wurde steril filtriert, in 
Eppis aufgeteilt und bei -20°C gelagert. 
 Gentamycin=Gent50 
1000x Vorratslösung: 
500 mg Gentamycin wurden in 10 ml H2O aufgelöst. Die Lösung wurde steril filtriert, 
in Eppis aufgeteilt und bei -20°C gelagert. 
 Carbencillin=Carb100 
1000x Vorratslösung: 
100 mg Carbencillin wurden in 1 ml H2O aufgelöst. Die Lösung wurde steril filtriert, in 
Eppis aufgeteilt und bei -20°C gelagert. 
 Rifampicin=Rif 
1000x Vorratslösung: 
50 mg Rifampicin wurden in 1 ml DMSO aufgelöst. Die Lösung wurde steril filtriert, in 
Eppis aufgeteilt und bei 20°C gelagert. 
45 
 
5.4 Bakterien-Stämme 
Escherichia coli Stamm DH5α 
F-, Lambda-, recA1, endA1, hsdR17 (rK-, mK+), (lacZYA-argF), supE44, U169,Φ80dlacZ . M15, 
thi-1, gyrA96, relA1 (Hanahan, 1983). ER2566: New England BioLabs (Frankfurt). Dieser 
Bakterienstamm beinhaltet ein modifiziertes rekombinantes Sytem (recA1) und es fehlt die 
Endonuklease (endA1), was dazu führt, dass die Wahrscheinlichkeit von Rekombination 
sinkt. 
Echerichia coli Stamm DB3.1 
Strep 50R DB3.1 Zellen enthalten eine gyrA Mutation (Bernard, P. et al. (1992); Miki, T. et al. 
(1992) Diese Besonderheit ermöglicht es, diesen Stamm für die Amplifikation von Gateway® 
Vektoren zu nutzen, die das ccdB Gen enthalten (11782-018: Invitrogen). 
Agrobacterium tumefaciens Stamm GV3101 (pMP90RK) 
Gm25r, Kan50r, Rif50r (Koncz and Schell, 1986). Dieser Stamm von Agrobakterien enthält ein 
nicht onkogenes Ti- Plasmid pMP90RK, das ist ein Teil eines binären Vektor-Systems, von 
Koncz und Schell beschrieben. Dieses Plasmid enthält die vir-Region, wie auch Gene für die 
Kanamycin und Gentamycin Resistenz. Nach Einfügen des gewünschten Plasmids in diesen 
Stamm, wird er genutzt, um Arabidopsis Pflanzen des Typs Col-0 zu transformieren. Zur 
Anzucht von E. coli wurde LB-Medium und bei Agrobakterium YEP-Medium genutzt. 
Medien zur Anzucht:  
LB-Medium zur Anzucht für Echerichia coli 
10 g L-1 Bacto-Tryptone 
5 g L-1 Bacto-Yeast extract 
10 g L-1 NaCl 
YEP-Medium zur Anzucht von Agrobakterien 
10 g Pepton 
10 g Hefe Extrakt 
5 g NaCl 
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5.5 Untersuchung der Expression verschiedener Gene nach Raupenfraß 
Zur Untersuchung der Expression verschiedener Gene nach Raupenfraß wurden Raupen 
definierten Alters (7 Tage) auf bestimmte Blätter gesetzt. Damit die Raupen ausschließlich 
Fraßschäden an diesen Blättern verursachten, wurden die Blätter mit den Raupen mit 
Petrischalen umschlossen (Abbildung: 14). Die 
Petrischalen hatten ein kleines Loch für die Petiole des 
Blattes, um Verletzungen am Blatt zu verhindern. Diese 
Blätter wurden zu bestimmten Zeitpunkten geerntet, 
nachdem die Raupen anfingen zu fressen (1h Fraß, 3h 
Fraß). Es wurden die Blätter mit den direkten 
Fraßschäden geerntet (lokal) und die benachbarten 
Blätter ohne Fraßschäden (systemisch). Als Kontrolle 
dienten Pflanzen ohne Raupen, die aber sonst 
denselben Bedingungen ausgesetzt waren. Aus dem 
Blattmaterial wurde RNA extrahiert (Kapitel: 5.3.4), die in cDNA umgeschrieben wurde 
(Kapitel 5.3.6) und bei der folgenden semiquantitativen RT-PCR (Kapitel 5.3.7) als Matrize 
diente, zur Untersuchung der Expression verschiedener Gene nach Raupenfraß. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 2: Eine Arabidopsis Pflanze mit 
Raupen. Dieser Versuchsansatz diente der 
Überprüfung der Expression verschiedener 
Gene nach Raupenfraß. Die Raupen fressen 
an definierten Blättern, da sie durch die 
Petrischalen gehindert wurden, die anderen 
Blätter zu befallen. 
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5.6 Funktionelle Untersuchungen 
5.6.1 Versuche zur Gewichtszunahme der Raupen auf unterschiedlichen Genotypen 
Dieser Versuchsansatz wurde von Sandra Jumpertz und Ann-Christin Joel im Rahmen ihrer 
Bachelor-Arbeit, unter meiner Anleitung, etabliert. 
Um zu überprüfen, ob die verschiedenen 
Genotypen eine unterschiedliche 
Wirkung auf die Entwicklung der Raupen 
von P. rapae haben, wurden Versuche zur 
Gewichtszunahme auf den verschiedenen 
Pflanzen durchgeführt. Bei jedem 
Versuchsansatz wurden 2 unabhängige 
Funktionsverlust-Mutanten eines Gens 
und die entsprechenden 
Überexpressions-linien, sowie der 
jeweilige Wildtyp eingesetzt. Pro Schale 
wurden 30 Pflanzen in 15 Töpfe pikiert 
(Abb. 15). Je eine Raupe definierten 
Alters (5-6 Tage) wurde pro zwei Pflanzen 
(6 Wochen alt) eingesetzt. Alle Raupen 
einer Schale wurden als Gruppe 
gewogen, da sie im gewählten 
Entwicklungszustand noch zu leicht 
waren, um das Gewicht einer einzelnen 
Raupe genau mit der Feinwaage 
bestimmen zu können. Diese Gruppe von 
Raupen wurde mit dem Pinsel vorsichtig 
über die ganze Schale verteilt. Die Schalen wurden nach Zugabe der Raupen mit Hauben 
verschlossen. Um die Flucht von Raupen zu verhindern und gleichzeitig die Schalen zu 
belüften, waren die Schieberegler der Hauben geöffnet und mit luftdurchlässigem 
Klebeband abgedichtet. Nach fünf Tagen wurden die Raupen wieder aus den Schalen mit 
den Pflanzen gesammelt und die Gruppe wurde erneut gewogen. 
Abbildung 3: Gewichtszunahme der Raupen. A) Der Versuch 
wurde unter konstanten Bedingungen in der Phytokammer 
durchgeführt. Die Hauben auf den Schalen verhinderten das 
Entkommen der Raupen. B) Eine Pflanzenschale enthielt 26-
30 Pflanzen eines Genotypes, mit jeweils 2 Pflanzen pro Topf 
und 13-15 Raupen mit definiertem Gewicht. C) Der 
vergrößerte Ausschnitt einer Pflanze aus Abbildung B) zeigt 
eine Pflanze mit Fraßschäden und Raupe, die durch einen 
Pfeil gekennzeichnet ist.  
A 
B 
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5.6.2 Two-choice Test 
Dieser Versuchsansatz ermöglicht es, eine Präferenz der Raupen bezüglich ihrer 
Nahrungsquelle festzustellen. In 
diesem Fall wurden die Pflanzen 
unterschiedlichen Genotyps (Wildtyp, 
Mutante) alternierend angeordnet, 
wie in Abbildung: 16 dargestellt ist. In 
die Mitte jeder Pflanze wurde eine 2-
Tage alte Raupe platziert. Die 
Pflanzen waren 6-7 Wochen alt und 
wurden in kleine Töpfe pikiert. 
Dadurch überlappten sich die Blätter 
der verschiedenen Genotypen, was 
den Raupen die Möglichkeit gab, sich 
frei zu bewegen und zwischen den 
zwei unterschiedlichen Genotypen zu 
wählen. Die wie oben beschrieben 
angeordneten Pflanzen mit den 
Raupen standen in einer Pflanzenschale. Diese wurde mit einem Deckel und zusätzlich 
Micropore Band verschlossen, um zu verhindern, dass die Raupen entkommen. Der Versuch 
wurde unter konstanten Bedingungen in der Phytokammer durchgeführt. Nach 5 Tagen 
wurde der Versuch ausgewertet. Hierfür wurden die Raupen auf den jeweiligen Genotypen 
gezählt. Die Versuche wurden 3-7 Mal wiederholt. 
5.6.3 Versuche zur Toleranz gegenüber Trockenstress 
Zur Überprüfung der Toleranz bestimmter Genotypen gegenüber Trockenstress im Vergleich 
zum Wildtyp wurden die Pflanzen in Bubiköpfen herangezogen und nach 2-3 Wochen pikiert. 
Alle Töpfe mussten das gleiche Gewicht haben (+/-5%). Daraufhin wurden die Töpfe 
gleichmäßig gewässert und zufällig in den Schalen angeordnet, sodass die möglichen Auf-
fälligkeiten nicht auf Positionseffekte zurückzuführen waren. Die Pflanzen wurden 2-3 
Wochen in einem Klimaschrank unter konstanten Kurztag-Bedingungen herangezogen. Dann 
wurden die Töpfe mit den Pflanzen erneut gewogen und alle Töpfe an das Gewicht des 
schwersten Topfes angeglichen (+/-5%). Ab diesem Moment wurden die Pflanzen nicht mehr 
Abbildung 16: Two-choice Test. Hier wurden 2 unterschiedliche 
Genotypen alternierend angeordnet, was durch die weißen (WT) 
und roten Schilder (FMO-Funktionsverlust-Mutanten bzw. 
Überexpressions-Linien) deutlich wurde. In die Mitte jeder Pflanze 
wurde eine 2 Tage alte Raupe gesetzt, die durch die überlappenden 
Blätter die bevorzugte Futterpflanze frei wählen konnten. 
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gewässert. Es gab zwei Versuchsansätze, einen, bei dem ab dem Zeitpunkt wieder gewässert 
wurde, sodass 50% des Wildtyps überlebten und einen, der so spät gewässert wurde, dass 
10-20% überlebten. 
5.6.4 Versuche zur Stresstoleranz bezüglich Hitze und Kälte 
Zur Überprüfung der Toleranz bestimmter Genotypen gegenüber Hitze- und Kältestress im 
Vergleich zum Wildtyp, wurden die Pflanzen in Bubiköpfen herangezogen und nach 2-3 
Wochen pikiert. Alle Töpfe mussten das gleiche Gewicht haben (+/-5-10%). Daraufhin 
wurden die Töpfe gleichmäßig gewässert und zufällig in den Schalen angeordnet, sodass die 
möglichen Auffälligkeiten nicht auf Positionseffekte zurückzuführen waren. Die Toleranz 
verschiedener Genotypen zu Hitzestress wurde untersucht, in dem die Pflanzen einem 
Stressreiz von 60°C für 3 Stunden und 45 Minuten im Dunkeln ausgesetzt wurden. Der 
Kältereiz betrug -13°C für 15 Minuten im Dunkeln. Nach dem Hitze- oder Kältereiz wurden 
die Pflanzen wieder in die Phytokammer gebracht und es wurde beobachtet, wie viele 
Pflanzen welchen Genotyps sich wieder erholten. 
In einem Versuch wurden die Stressoren Hitze und Kälte kombiniert. Die Pflanzen wurden in 
Bubiköpfen herangezogen und nach 2 Wochen pikiert. Daraufhin wurden die Töpfe 
gleichmäßig gewässert und zufällig in den Schalen angeordnet, sodass die möglichen 
Auffälligkeiten nicht auf Positionseffekte zurückzuführen waren. Die Pflanzen wurden in der 
Phytokammer herangezogen, bis sie 3 Wochen alt waren. Dann wurden sie im Lichtschrank 
einer Temperaturschwankung von 10°C in der Dunkelphase (15,5h) und 38°C in der 
Lichtphase (8,5h) ausgesetzt. Die Pflanzen wurden im Abstand von 48h beobachtet und es 
wurde festgehalten, welche Genotypen welche Schäden zeigten. 
5.6.5 Versuche zur Stresstoleranz bezüglich Nährstoffmangels 
Um die Stresstoleranz der verschiedenen Genotypen im Vergleich zum Wildtyp zu 
überprüfen, wurden die Pflanzen in Bubiköpfchen herangezogen und nach 2-3 Wochen nicht 
in Töpfchen mit Erde pikiert, sondern in Töpfe mit abgewogenem Sand, um zu 
gewährleisten, dass nur Nährstoffe vorhanden sind, die kontrolliert hinzugefügt wurden. Die 
Versuche wurden unter konstanten Kurztag-Bedingungen in der Phytokammer durchgeführt. 
Die Hoagland-Lösung (Tabelle 6) wurde genutzt, um den Pflanzen Nährstoffe zur Verfügung 
zu stellen. Es wurde auf verschiedene Nährstoffe hin, Stickstoff-frei, Phosphat-frei, Schwefel-
frei, getestet. Alle Funktionsverlust-Mutanten wurden mit dem jeweiligen Wildtyp als 
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Kontrolle auf den Nährstoffmangel hin untersucht und als weitere Kontrolle diente eine 
Schale mit Pflanzen des jeweiligen Genotyps, die mit der vollständigen Hoagland-Lösung 
versorgt wurde. Spätestens sieben Tage nach Beginn der Behandlung mit den jeweiligen 
Lösungen konnte der Versuch ausgewertet werden. 
Tabelle 6: Zusammensetzung der Hoagland Lösung 
 Mol.gewicht Endkonz./1000ml Stocklsg Stocklsg. Vol. für 1 l Vol. für 5 l 
       
       
Calciumnitrat 236,15 g / l 1,0  mM 100mM = 23,62 g/1000ml 100mM = 11,81 g/ 500ml 10,00 ml 50,00 ml 
Kaliumnitrat                              x3 101,11 g / l 5,1  mM 510mM = 52,00 g/1000ml 510mM = 26,00 g/ 500ml 10,00 ml 50,00 ml 
Magnesiumsulfat                      x4 246,48 g / l 0,5 mM 100mM = 24,65 g/1000ml 100mM = 12,33 g/ 500ml 5,00 ml 25,00 ml 
Magnesiumchlorid  0,5 mM 100mM = 20,3  g/1000ml 100mM = 10,15 g/ 500ml 5,00 ml 25,00 ml 
Ammonium-di-hydrogenphosphat 115,03 g / l 0,13 mM 100mM = 24,65 g/1000ml 130mM =   7,50 g/ 500ml 1,00 ml 5,00ml 
       
Ammoniumnitrat 80,04 g / l 0,030 mM = 30 µM 30mM = 240 mg/100ml 30mM = 1,2 g/ 500ml 1,00 ml 5,00ml 
Natriumhydroxid 40,00 g / l 0,031 mM = 31 µM 30mM = 240 mg/100ml 31mM =  620 mg/ 500ml 1,00 ml 5,00 ml 
EDTA-Eisen-Natrium Salz         x1 372,24 g / l 0,022 mM = 22 µM 22mM = 820 mg/100ml 22mM   =  4,1g / 500ml 1,00 ml 5,00 ml 
Borsäure 61,83 g / l 0,0097mM = 9,7 µM 9,7 mM =  60 mg/100ml 9,7mM = 300 mg/ 500ml 1,00 ml 5,00 ml 
Eisensulfat 278,02 g / l 0,022mM = 22 µM 22mM = 611,6 mg/100ml 22mM   = 3,06 mg/ 500ml 1,00 ml 5,00 ml 
Mangansulfat 169,02 g / l 0,002 mM = 2 µM 10mM = 169 mg/100ml 10mM   = 338 mg/ 200ml 0,20 ml = 200µl 1,00 ml 
Zinkchlorid 136,28 g / l 0,31 µM 10mM = 136 mg/100ml 10mM   = 68,0 mg/ 50ml 0,031ml =  31µl 155 µl 
Kupfersulfat 159.60 g / l 0,21 µM 2,1mM = 34 mg/100ml 2,1mM = 17 mg/ 50ml 0,10 ml = 100µl 0,50 ml = 500µl 
Molybdat                                  x2 241,95 g / l 0,14 µM 1,4mM = 34 mg/100ml 1,4mM = 17 mg/ 50ml 0,10 ml = 100µl 0,50 ml = 500µl 
Kobaltnitrat 291,04 g / l 0,086 µM 8,6mM = 25,03 mg/100ml 8,6mM = 12,52 mg/ 50ml 0,0 1ml = 10 µl 0,05 ml = 50µl 
       
x1= Triplex       
x2 = Di-Natriummolybdat=Na-molybdat-Di-
hydrat      
x3 = v. Roth=wenig Sulfat!!  - AG Conrath      
x4 = Magnesiumsulfat fällt weg, dafür Magnesiumchlorid     
       
       
5 x Makroelemente für 5 l      
Calciumnitrat 250ml/ 5 l      
Kaliumnitrat 250ml/ 5 l      
Magnesiumchlorid 125ml/ 5 l      
Ammonium-di-hydrogenph. 25ml/ 5 l      
 
Für Phosphat-frei:  kein Ammonium-di-hydrogenphosphat zugeben 
Für Stickstoff-frei:  kein Ammonium-di-hydrogenphosphat, kein Ammoniumnitrat 
statt Kaliumnitrat, Kalium-di-hydrogenphosphat 
Für Schwefel-frei:  Manganchlorid statt Mn-sulfat 
Kupferchlorid statt Ku-sulfat 
Eisennitrat statt Fe-sulfat 
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5.6.6 Vergleich des Wurzelwachstums verschiedener Genotypen zum Wildtyp 
Das Wurzelwachstum der Funktionsverlust-Mutanten und Überexpressionslinien 
verschiedener Gene wurde im Vergleich zu dem Wurzelwachstum des Wildtyps beobachtet. 
Hierfür wurden die Samen mit Hilfe eines sterilen Zahnstochers vorsichtig in einer Reihe 
platziert auf MS-Medium-Platten (quadratisch mit 1,1 cm-Raster). Der Abstand zwischen den 
Samen betrug 0,5-1 cm. Die Reihe befand sich auf der oberen Hälfte der MS-Platte. Die 
Platten mit den Samen wurden für 3 Tage bei 4°C stratifiziert und im Klimaschrank 
angezogen. Zur Anzucht wurden diese Platten, aufrecht in dafür vorgesehenen Halterungen, 
in den Lichtschrank gestellt. Das Wurzelwachstum wurde nach 5, 7 und 10 Tagen 
fotografisch festgehalten. 
5.6.7 Untersuchung des Keimungsverhaltens unterschiedlicher Genotypen 
Das Keimungsverhalten der Funktionsverlust-Mutanten 
und Überexpressionslinien verschiedener Gene wurde im 
Vergleich zu dem Keimungsverhalten des Wildtyps 
beobachtet. Dafür wurden 150-200 Samen auf MS-Platten 
platziert, mit Hilfe eines sterilen Zahnstochers in eine 
Reihe gesetzt. Der Abstand zwischen den Samen betrug 
0,5-1cm. Die Reihe befand sich auf der oberen Hälfte der 
MS-Platte. Nach der Stratifizierung für 5 Tage im dunklen 
Kühlraum wurden diese Platten zur Anzucht, aufrecht in 
die dafür vorgesehenen Halterungen, in den Klimaschrank 
gestellt. Es wurden nicht nur MS-Platten genutzt, sondern 
auch MS-Platten mit Gibberelinsäure (100nM), MS-Platten 
mit Abszisinsäure (150nM) und MS Platten mit 
Abszisinsäure (500nM) zur Komplementation des 
Phänotyps. Die verschiedenen Phytohormon-
Konzentrationen wurden mit Hilfe von Konzentrations-
reihen ermittelt (die Daten liegen im Anhang vor). In einer Zeitreihe wurde ermittelt, dass 
die besten Zeitpunkte zur Auswertung dieses Versuches 20 h und 40 h waren, nachdem die 
Versuchsplatten in den Lichtschrank gestellt wurden (die Daten dieser Zeitreihe liegen im 
Anhang vor). Um diesen Versuch auszuwerten, wurden drei verschiedene 
Entwicklungsstadien in Kategorien definiert (Abbildung: 17). In der ersten Kategorie wurden 
Abbildung 17: Kategorien zur Aus-
wertung des Keimungsversuchs. In A) ist 
die erste Kategorie zu sehen. Der 
Zeitpunkt, ab dem die Wurzel die 
Samenschale durchbricht. Die zweite 
Kategorie ist in B) zu sehen, Wurzel und 
Hypokotyl. In C) sind Wurzel, Hypokotyl 
und Kotyledonen zu sehen. 
A 
B 
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die Keimlinge zusammengefasst, bei denen gerade die Wurzel die Samenschale durchbrach. 
In der zweiten Kategorie wurden die Keimlinge erfasst, bei denen die Wurzel und das 
Hypokotyl zu sehen waren. Die Wurzel, das Hypokotyl und die Kotyledonen waren in der 
dritten Kategorie zu sehen. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde ausgezählt, wie viele 
Keimlinge sich in der jeweiligen Kategorie befanden. Zusätzlich wurde das 
Entwicklungsstadium fotografisch festgehalten. 
5.6.8 Chemikalien 
Es wurden Chemikalien der Hersteller AppliChem (Darmstadt), BioRad Laboratories GmbH 
(München), Invitrogen life technology™ (Groningen), Eppendorf (Hamburg), MBI Fermentas 
(St. Leon-Rot), PeqLab (Erlangen), Promega (Mannheim), Roche Applied Science 
(Mannheim), Roth (Karlsruhe), Sigma-Aldrich Chemie GmbH (München) und VWR 
(Darmstadt) verwendet. 
5.6.9 Software 
- Sigma Stat, zur statistischen Analyse der Daten 
- Aida Image Analyzer v. 3.11, Software zur quantitativen Auswertung von 
Digialfotografien 
- Vector NTI für alle molekularbiologischen Datenbank Arbeiten 
- Clone manger für alle molekularbiologischen Datenbank Arbeiten 
- Microsoft Office (Word, Excel, Power Point) 
5.7 Pflanzenpathogene 
Pseudomonas syringae pv. tomato 
Die Anzucht der Pseudomonaden in Flüssigkultur erfolgte im Erlenmeyerkolben in 10 ml KB-
Medium mit Rifampicin (100 µg pro ml) und Tetracyclin (15 µg pro ml). Hierzu impfte man 
das Medium mit Pseudomonaden von einer Agarplatte mit Hilfe einer sterilen Impföse an. 
Der Kolben wurde bei 28°C und 220 rpm geschüttelt. Die Kultivierung auf Festmedium 
erfolgte auf KB Agarplatten mit Rifampicin (100 µg pro ml) und Tetracyclin (15 µg pro ml). 
Hierzu wurden die Bakterien mit Hilfe einer sterilen Impföse aus einem Glycerol-Stock 
entnommen, auf der Agarplatte ausgestrichen und bei 28°C inkubiert. Es wurde ein 
virulenter Stamm (vir) und ein avirulenter Stamm (avr Rpt2) genutzt (Kunkel et al. 1993). 
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Alternaria brassicicola und Botrytis cinerea 
Es wurde der Alternaria brassicicola Stamm MUCL 20297 und der Botrytis cinerea Stamm 
MUCL 30158 oder IMI169558 genutzt. 
King’s B (KB)-Medium zur Anzucht von Pseudomonas syringae 
 
20 g/l Pepton 
1,59 g/l K2HPO4 
10 ml/l Glycerol 
Nach Einwiegen der Reagenzien wurden die Medien auf 1 Liter mit bidest Wasser aufgefüllt 
und der pH-Wert wurde mit Hilfe von NaOH auf pH 7.2 eingestellt. Danach wurde die Lösung 
durch 20 minütiges Autoklavieren sterilisiert. Falls das KB-Medium nicht als Flüssigmedium 
genutzt werden sollte, sondern als feste KB-Platten, wurde dem oben beschriebenen 
Medium vor dem Autoklavieren noch 15 g Bakterien Agar pro Liter hinzugefügt.  
5.7.1 Infektion von Arabidopsis thaliana mit Pseudomonas syringae pv. tomato 
Zur Untersuchung des Wachstums der Pseudomonaden in Blättern wurden die Bakterien mit 
Hilfe einer Spritze in die Blätter infiltriert, und nach der Infiltration, sowie drei Tage später, 
re-isoliert. 
Re-Isolation der Pseudomonaden aus Arabidopsis Blättern 
Für die Re-Isolation wurden 10 ml Übernachtkultur des virulenten Pseudomonas (Pst)-
Stamms (DC3000) und des avirulenten Stamms Pst + avrRpt2 angeimpft und am nächsten 
Tag durch 5 minütiges Zentrifugieren bei 5000 rpm geerntet. Zuvor wurden die zu 
infiltrierenden Blätter am Stiel markiert, mit Wasser besprüht, und zur Öffnung der Stomata 
im Licht gehalten. Nach circa einer Stunde konnte nun mit der Infiltration der 
Pseudomonaden begonnen werden. Hierfür wurde die Konzentration der Bakterien auf 
1x105 cfu/ml eingestellt. Dazu wurden die Pseudomonaden nach der Ernte in 10 mM MgCl2 
resuspendiert und in einer 1:10 Verdünnung die optische Dichte bei einer Wellenlänge von 
600 nm gemessen. Eine OD600 von eins entsprach einer Zellzahl von 1x109 cfu / ml. 
Nun wurden mit Hilfe einer 1 ml Spritze jeweils 9 Blatthälften pro Zeitpunkt und Genotyp mit 
wenig Druck von der Unterseite infiltriert, so dass etwa 1/3 der Blatthälfte die Bakterien-
suspension enthielt. Nachdem alle Pflanzen infiltriert waren, konnte mit der Re-Isolation 
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zum Zeitpunkt t=0h begonnen werden. Hierfür wurden pro Genotyp aus jeweils 9 
Blatthälften mit Hilfe eines 0,5 ml Eppi-Deckels (∅ 2,54 cm2) Blattscheibchen ausgestochen. 
Die Blattscheibchen wurden in einem Eppi vereinigt und in 240 μl MgCl2 mit Hilfe eines Eppi-
Bohrers homogenisiert. Nun wurde das Homogenisat 1:50, 1:100 und 1:200 verdünnt. Für 
die Re-Isolation 72h nach Infiltration wurde das Homogenisat aufgrund des bakteriellen 
Wachstums in den Pflanzen auf 1:1000, 1:3000 und 1:5000 verdünnt. Die Verdünnungen 
wurden nun auf KB Rif50, Tet15 ausplattiert und für zwei Tage bei 28°C inkubiert. 
5.7.2 Infektion von Arabidopsis thaliana mit Botrytis cinera 
Den Blättern von 4-5 Wochen alten Pflanzen wurden je 3-5 Verletzungen zugefügt, um sie 
mit Botrytis cinerea infizieren zu können. Es wurden drei- bis fünfmal 5 µl Tropfen der 
Sporen Lösung auf die Blätter gegeben. Die Pflanzenschalen mit den infizierten Pflanzen 
wurden mit einem durchsichtigen Deckel versehen, um die Luftfeuchtigkeit zu erhöhen und 
somit die Infektion zu begünstigen. Die Pflanzen wurden in der Phytokammer unter 
konstanten Bedingungen inkubiert. Die verwundeten Stellen wurden bis 12 Tage nach der 
Inokulation auf Symptome und Sporulation hin beobachtet (Thomma et al., 1998). 
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6 Ergebnisse 
Die 8 FMO-Gene des clade IV wurden in dieser Arbeit funktionell charakterisiert, da sie eine 
bis jetzt unbekannte Funktion haben. Sie könnten eine andere Funktion haben als die bis 
jetzt für FMOs bekannten. Zusätzlich wurden funktionelle Analysen zum FMO1-Gen des 
clade II durchgeführt, von dem bis jetzt nur bekannt ist, dass es in die Pathogenabwehr 
involviert ist. Zur Entschlüsselung dieser Genfunktionen wurden jeweils Funktionsverlust-
Mutanten und Überexpressionslinien des zu untersuchenden Gens generiert, charakterisiert 
und funktionell analysiert.  
6.1 Molekulare Charakterisierung der Funktionsverlust-Mutanten 
Die Sämchen von möglichen FMO-Funktionsverlust-Mutanten (hier T-DNA-Insertions-Linien) 
wurden bei unterschiedlichen Quellen bestellt (Tabelle: 1). Jede T-DNA trägt einen 
Selektionsmarker (Tabelle: 2), wodurch die erhaltenen transgenen Pflanzen selektiert 
werden konnten. Nach der Selektion, wurde zunächst die Anwesenheit der T-DNA und eine 
mögliche Homozygotie der T-DNA-Insertion überprüft. Der Nachweis der T-DNA-Insertion 
erfolgte durch eine flanking sequence taq (=FST) PCR. Die FST-PCR ist so konzipiert, dass ein 
Primer an die T-DNA bindet und ein Primer spezifisch für das Ziel-Gen ist. Es entsteht nur 
dann ein PCR-Produkt, wenn eine T-DNA Insertion in dem Ziel-Gen vorliegt. Außerdem 
wurde eine WT (=Wildtyp)-PCR durchgeführt, wobei die Primer so gewählt wurden, dass sie 
spezifisch für das Ziel-Gen sind und eine potentielle T-DNA Insertion umschließen. Im 
Gegensatz zur FST-PCR entsteht hierbei ein PCR Produkt, wenn keine T-DNA Insertion in dem 
Ziel-Gen vorhanden ist (Tabelle 2). Dass heißt, wenn die genomische DNA (gDNA) einer 
Pflanze als Matrize für die WT-PCR eine Bande ergibt und für die FST-PCR eine Bande ergibt, 
ist sie heterozygot bezüglich der T-DNA Insertion. Wenn die WT-PCR eine Bande ergibt und 
die FST-PCR keine Bande ergibt, liegt keine T-DNA-Insertion vor und wenn die WT-PCR keine 
Bande zeigt, aber die FST-PCR eine Bande produziert, ist die Pflanze homozygot bezüglich 
der T-DNA Insertion (Tabelle 7). 
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Tabelle 7: Schema zur molekularen Charakterisierung der Funktionsverlust-Mutanten 
 Homozygot WT Heterozygot Homozygot bzgl. T-DNA 
WT-PCR Bande vorhanden vorhanden Nicht vorhanden 
FST-PCR Bande Nicht vorhanden vorhanden vorhanden 
 
 
Abbildung 18: Verifikation einer T-DNA-Insertions-Linie (62620-KO1). Aus den 10 sechs Wochen alten Ursprungspflanzen 
(markiert mit 1-10) wurde die gDNA extrahiert und als Matrize für die PCR genutzt. In den Spuren 1-12 sind die Produkte 
der Wildtyp (WT)-PCR und in den Spuren 14-23 die Produkte der FST-PCR aufgetragen. Die erwarteten PCR-Produkte 
haben eine Größe von 100 bp bei der WT-PCR (62620SpecR, 62620ex1F) und von 420 bp bei der FST-PCR (62620specR, 
LBnestF). 100 bp Marker (M); Positivkontrolle mit der gDNA des Wildtyps (WT); Negativkontrolle=Wasser (-)  
 
In Abbildung 16 sind die Ergebnisse der WT-PCR und der FST-PCR mit der gDNA des 62620-
KO1s als Matrize gezeigt. 1-10 sind die Nummern der hier charakterisierten Pflanzen. Als 
Negativkontrolle (-) wurde Wasser als template genutzt und als Positivkontrolle (WT) gDNA 
des Wildtyps (Col-0). Das bei der WT-PCR (62620specR, 62620ex1F) erwartete PCR-Produkt 
hatte eine Größe von etwa 100 bp und das der FST-PCR (62620specR, LBnestF) eine Größe 
von etwa 420 bp. Bei der Positivkontrolle der WT-PCR wurde ein PCR-Produkt amplifiziert, 
bei der Negativkontrolle nicht. Das zeigt, dass die PCR-Reagenzien ohne Kontaminationen 
vorlagen. Bei der FST-PCR wurde mit der gDNA des Wildtyps als Matrize kein PCR-Produkt 
amplifiziert, was bedeutet, dass die Primer nicht unspezifisch binden und keine 
Kontaminationen vorliegen. Ausschließlich bei Pflanze 10 entstand bei der FST-PCR ein PCR-
Produkt der erwarteten Größe und kein PCR-Produkt bei der WT-PCR. Hierbei handelte es 
sich also um eine Pflanze, die homozygot bezüglich der T-DNA-Insertion war. Mit 
Nachkommen dieser Pflanze wurde weiter gearbeitet. Die Charakterisierung aller 
homozygoten Knockout-Linien erfolgte wie für 62620-KO1 beschrieben und in der Abbildung 
18 dargestellt. Die WT-PCR bzw. FST-PCR zur Charakterisierung der jeweiligen KO-Linien 
erfolgte mit den in Tabelle 2 aufgelisteten Primern. 
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Nachdem durch die WT-PCR und FST-PCR festgestellt wurde, welche Pflanzen homozygot 
bezüglich der T-DNA-Insertion im jeweiligen FMO-Gen sind, wurde die Expression des 
jeweiligen FMO-Gens überprüft. Hierfür wurde RNA aus den jeweiligen KO-Linien extrahiert, 
in cDNA umgeschrieben und in die semiquantitative RT-PCR als Matrize eingesetzt. 
 
Abbildung 19: Molekularbiologische Überprüfung der Expression des jeweiligen FMO-Gens in den T-DNA-Insertions-
Linien. Es wurde RNA aus Blattmaterial von 6 Wochen alten Pflanzen extrahiert und in cDNA umgeschrieben. Der 
Angleich der eingesetzten Menge an cDNA und die Überprüfung der eingesetzten cDNA Menge erfolgte durch 
semiquantitative RT-PCR mit den Primern (Aktin: Aktin2ex1F, Aktin2ex2R) für das konstitutiv exprimierte Aktin-Gen. 
Das mit diesen Primern erwartetet PCR-Produkt für Aktin hat eine Größe von etwa 320 bp. In der ersten Spur des 1,5% 
Agarose-Gels ist der 100 bp Marker (Fermentas) zu sehen, in den weiteren Taschen folgen die Ergebnisse dieser 
semiquantitativen RT-PCR für 12200-KO1, 12200-KO2, 62580-KO1, 63340-KO2, 62600-KO2, 62600-KO1, 62620-KO2, 
62620-KO1, 63370-KO1, Col-0 (WT), Ws-0 (WT), 63340-KO2, Marker, Col-0 (WT), 07800-KO1, 07800-KO2, 61290-KO2, 
Negativkontrolle.  
 
Die Ermittlung der einzusetzenden cDNA Menge erfolgte durch eine semiquantitative RT-
PCR mit den Primern Aktin2ex1F, Aktin2ex2R für das konstitutiv exprimierte Aktin-Gen. Das 
mit diesen Primern erwartete PCR-Produkt für Aktin hat eine Größe von etwa 320 bp. In 
Abbildung 17 ist das Ergebnis dieser PCR dargestellt. Alle untersuchten Linien zeigten ein 
positives PCR-Ergebnis für Aktin, wobei die Zyklenzahl so gewählt wurde, dass die PCR-Bande 
nicht gesättigt war. Bei der Negativkontrolle wurde Wasser als Matrize genutzt, wobei kein 
PCR-Produkt entstand. Die in der Aktin-PCR (Abbildung 19) genutzten cDNA Mengen wurden 
für die Überprüfung der Expression der jeweiligen FMO-Gene als Matrize in die PCR 
eingesetzt. Abbildung 20 zeigt die Überprüfung der Expression der durch die T-DNA Insertion 
ausgeschalteten Gene. Es wurden genspezifische Primerpaare genutzt, die nicht an die gDNA 
58 
 
binden, sondern nur an die cDNA. Die Expression der Gene ist ausgeschaltet oder stark 
reduziert (Tabelle 8). Mit diesen Linien wurden die funktionellen Analysen durchgeführt. 
 
 
Abbildung 20: Molekularbiologische Überprüfung der T-DNA-Insertions-Linien. Hier wurde die Expression der durch die T-
DNA Insertion ausgeschalteten FMO-Gene überprüft. Es wurde RNA aus Blattmaterial von 6 Wochen alten Pflanzen 
extrahiert und in cDNA umgeschrieben. Die in der PCR für das Aktin-Gen (Abbildung 14) genutzten cDNA-Mengen der 
jeweiligen Proben wurden auch für diese semiquantitative RT-PCR eingesetzt. In der ersten Tasche des 1,5% Agarose-
Gels ist der 100 bp Marker (Fermentas) zu sehen, in den weiteren Taschen folgen die Ergebnisse der semiquantitative RT-
PCR, als Positivkontrolle wurde cDNA des entsprechenden Wildtyps (WT) als Matrize genutzt und als Negativkontrolle(-) 
Wasser. Die hier genutzten Primer lauten für 12200-KO1(Tasche2,3): 12200ex1F, 12200ex6/7R; für 12200-KO2 
(Tasche4,5): 12200ex1F, 12200ex6/7R; für 62580-KO1(Tasche6,7,8,9): 62580ex6specnewF, GWStopR und 
62580ex6specnewF, 625803’UTRnearStopR; für 63340-KO1(Tasche11,12): 63340GWnoATGF, 63340ex5/6R; für 63340-
KO2(13,14): 63340ex2F, 63340ex6/7R; für 62600-KO1(Tasche15,16):  62600 5‘ 100bp F,62600 ex6/7R; für 62620-
KO2(Tasche18,19): 62620ex4F, 62620ex6/7R; für 62620-KO1(Tasche20,21): 626620ex1F, 62620ex6/7R; für 62600-
KO2(Tasche23,24): 62600 5‘ 100bp F,62600 ex6/7R;für 07800-KO1 und-KO2(Tasche27,28,29,30): 07800ex5/6F, 
07800ex6/7R; für 61290-KO1 und –KO2(Tasche31,32,33): 61290ex5/6F und ex6/7R.  
 
Tabelle 8: Zusammenfassung der molekularen Charakterisierung der Funktionsverlust-Mutanten. Keine Expression wird 
durch - - dargestellt und eine verminderte Expression durch -. 
At1g12200 At1g62580 At1g63340 At1g62620 At1g62600 At5g61290 At5g07800 
KO1     KO2 KO1 KO1    KO2 KO1    KO2 KO1    KO2 KO1    KO2 KO1    KO2 
 - -          -  - -  - -        - -  - -       - -   - -       - -   - -        - -  - -        - -  
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6.2 Molekulare Charakterisierung der Überexpressionslinien 
Arabidopsis-Pflanzen wurden durch „floral dipping“ mit Agrobakterien transformiert (Kapitel 
3.3.3), die die FMO-Überexpressions-Plasmide (Tabelle: 5) übertragen. Die 
Überexpressionsplasmide wurden durch Klonierungen in dieser Arbeit erstellt 
(Plasmidkarten befinden sich im Anhang). In der ersten Generation (T1) nach der 
Transformation wurden sie molekular auf die Überexpression des Ziel-Gens hin überprüft. 
Die Pflanzen, die eine deutlich stärkere Expression des Ziel-Gens zeigten als der Wildtyp, 
wurden weiter genutzt. In der zweiten Generation nach der Transformation (T2) wurden 
diese Pflanzen auf ein einzelnes T-DNA Integrationsereignis hin durch eine 1:3 Segregation 
überprüft, in dem sie auf dem entsprechenden Selektionsmedium ausgesät wurden (Kapitel: 
5.3.3). Die Linien, bei denen etwa 75% überlebten, wurden in die nächste Generation 
gebracht. In der T3 wurden sie erneut auf dem entsprechenden Selektionsmedium ausgesät. 
Es wurde mit den Linien weitergearbeitet, bei denen 100% der Keimlinge überlebten. Einige 
dieser Pflanzen wurden in der T3 erneut molekular hinsichtlich der FMO-Überexpression 
untersucht und als homozygote Überexpressions-Linien charakterisiert (35S::12200-1, 
35S::12200-2, 35S::62600-1, 35S::62620-1, 35S::07800-1, 35S::07800-2, 35S::61290-1, 
35S::61290-2). Da für die folgenden funktionellen Analysen nicht ausreichend Saatgut 
vorhanden war, wurden diese Linien erst in der T4- bzw. T5-Generation funktionell 
analysiert.  
 
Abbildung 21: Molekulare Überprüfung der Überexpressions-Linien (T5). Es wurde RNA aus Blattmaterial 
von 6 Wochen alten Pflanzen der hier zu untersuchenden 35S-FMO-Linien extrahiert und in cDNA 
umgeschrieben, was als Matrize für diese RT-PCR diente. Die eingesetzte cDNA-Menge wurde durch das 
konstitutiv exprimierte Aktin-Gen überprüft In der ersten Tasche des 1,5% Agarose-Gels ist der 100 bp 
Marker (Fermentas) zu sehen, in den weiteren Taschen folgen die Ergebnisse der semiquantitativen RT-PCR 
mit Primern (Aktin: Aktin2ex1F, Aktin2ex2R). Das mit diesen Primern erwartetet PCR-Produkt für Aktin hat 
eine Größe von etwa 320 bp.  
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Bei diesen funktionellen Analysen wurden für die Linie 35S::62600-1 Übereinstimmungen im 
physiologischen Phänotyp mit der Linie 62600-KO1 beobachtet. Daher wurden die 
Überexpressions-Linien in der T5-Generation erneut molekular analysiert. Um die 
Expressions-Levels der jeweiligen Gene zu überprüfen, wurde RNA aus Blättern extrahiert 
und in cDNA umgeschrieben. Die einzusetzende cDNA Menge der jeweiligen Linien wurde 
durch eine semiquantitative RT-PCR für das konstitutiv exprimierte Aktin-Gen überprüft 
(Abbildung: 21). Die Intensität der Banden des PCR-Produktes ist bei allen analysierten 
Überexpressions-Linien ähnlich, so dass die hier genutzte cDNA Menge für die folgenden 
Expressionsanalysen verwendet wurde. 
 
Abbildung 22: Molekularbiologische Überprüfung der Überexpressionslinien (35S-Linien). Es wurde RNA aus 
Blattmaterial von 6 Wochen alten Pflanzen, der hier zu untersuchenden 35S-Linien, extrahiert und in cDNA 
umgeschrieben. Die in der Aktin-PCR (Abbildung 16) genutzte cDNA-Menge der jeweiligen Proben wurde für diese 
semiquantitative RT-PCR eingesetzt. In der ersten Tasche des 1,5% Agarose-Gels ist der 100 bp Marker (Fermentas) zu 
sehen, in den weiteren Taschen folgen die Ergebnisse der semiquantitativen RT-PCR zur Überprüfung der 
Überexpressionslinien. Als Matrize diente jeweils cDNA des Wildtyps (WT) zur Kontrolle, Wasser als Negativkontrolle (-) 
und die cDNA der jeweiligen Linien. In den Taschen 2-4 sind die Ergebnisse zur Überprüfung der Expression von 
At1g62600 mit den Primern 626005’UTR100bpF und 62600ex6/7R; in den Taschen 5-7 von At1g62620 mit den Primern 
62620ex5/6F und 62620ex6/7R, in den Taschen 10-13 von At5g61290 die Primer 61290ex5/6F und 61290ex6/7R, für 
At5g07800 die Primer 07800ex5/6F und 07800ex6/7R.  Zur Überprüfung von At1g12200 wurden die Primer 12200ex5/6F 
und 12200ex6/7R genutzt. 
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Die Überprüfung der Expression des jeweiligen Gens in den Überexpressions-Linien wurde 
durch semiquantitative RT-PCR mit genspezifischen Primern durchgeführt. Diese Primer 
binden an die cDNA, aber nicht an die gDNA. Die in Abbildung 22 gezeigten Ergebnisse der 
Expressionsanalysen zeigen, dass die Linien 35S::62620-1, 35S::07800-1, 35S::12200-2 das 
jeweilige Gen stark überexprimieren. Die Linie 35S::12200-1 überexprimiert das Gen 
At1g12200 schwach. Die Expressionslevel des Gens At5g07800 sind in der Linie 35S::07800-2 
wie im Wildtyp. Die Expression des jeweiligen Gens in den Linien 35S::62600-1, 35S::61290-
1, 35S::61290-2 ist schwächer als im Wildtyp. Neben den oben beschriebenen in diesem 
Projekt generierten Linien, wurden auch zwei unabhängige Überexpressions-Linien für FMO1 
in die funktionellen Analysen miteinbezogen. Die Expression von FMO1 in diesen Linien 
wurde untersucht. 
 
Abbildung 23: Molekularbiologische Analyse der zwei unabhängigen Überexpressionslinien von FMO1. Es wurde RNA aus 
Blattmaterial von 6 Wochen alten Pflanzen extrahiert und in cDNA umgeschrieben. Diese wurde als Matrize für die 
semiquantitative RT-PCR genutzt. In der ersten Tasche des 1,5% Agarose-Gels ist der 100 bp Marker (Fermentas) zu sehen, 
in den weiteren Taschen folgen die Ergebnisse der semiquantitativen RT-PCR. Die folgenden 4 Taschen zeigen die 
Ergebnisse der Überprüfung der eingesetzten cDNA Menge. Dies erfolgte durch semiquantitative RT-PCR mit Primern 
(Aktin: Aktin2ex1F, Aktin2ex2R) für das konstitutiv exprimierte Aktin-Gen. Das mit diesen Primern erwartetet PCR-Produkt 
für Aktin hat eine Größe von etwa 320 bp. Die Intensität der Banden des PCR-Produktes ist bei allen vier Proben ähnlich, 
also auch die eingesetzte Menge an cDNA. Zur Überprüfung der Expression von FMO1 wurde das Primer Paar 250gF und 
250gR gewählt. Um die Expressionsunterschiede zu erkennen, wurde die semiquantitative RT-PCR für die jeweiligen 
Proben nach 33 und 36 Zyklen beendet.  
 
Die Überprüfung der eingesetzten cDNA Menge erfolgte durch semiquantitative RT-PCR mit 
den Primern (Aktin: Aktin2ex1F, Aktin2ex2R) für das konstitutiv exprimierte Aktin-Gen. Das 
mit diesen Primern erwartetet PCR-Produkt für Aktin hat eine Größe von etwa 320 bp. Die 
Intensität der Banden des PCR-Produktes ist bei allen vier Proben ähnlich, also auch die 
eingesetzte Menge an cDNA. Zur Überprüfung der Expression von FMO1 wurde das Primer-
Paar 250gF und 250gR gewählt. Um die Expressionsunterschiede zu erkennen, wurde die 
semiquantitative RT-PCR für die jeweiligen Proben nach 33 und 36 Zyklen beendet. Bei 
dieser Zyklenzahl entsteht bei den Überexpressionslinien ein PCR-Produkt, kein sichtbares 
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PCR-Produkt bei den Wildtypen. Es handelt sich bei FMO1-Ü1 und bei FMO1-Ü2 um 
Überexpressions-Linien, wobei die Expression in FMO1-Ü1 etwas stärker ist als in FMO1-Ü2 
(Abbildung 23). 
 
Tabelle 9: Zusammenfassung der Ergebnisse der molekularen Charakterisierung der Überexpressions-Linien. Die 
Expression wird gekennzeichnet durch: stark +++; mittel++; schwach+; runter reguliert- 
At1g12200 At1g62600 At1g62620 At5g61290 At5g07800 FMO1 
35S::1;35S::2 35S::1 35S::1 35S::1;35S::2 35S::1;35S::2 -Ü1; -Ü2 
 +        ; +++ -  +++ -  ;     - +++     ; + +++ ; ++ 
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6.3 Gewebe-spezifische Expressionsanalyse der FMO-Gene 
Hinweise auf die Funktion eines Gens können erhalten werden, wenn bekannt ist, in 
welchen Geweben das Gen exprimiert wird. Das sollte auch für die neun hier untersuchten 
FMO-Gene herausgefunden werden. Für diese Untersuchung wurde RNA aus Blättern, 
Blüten, Blütenstielen, 
Wurzeln und Keimlingen 
zu drei unterschiedlichen 
Zeit-punkten (20 h, 44 h, 
48 h) nach erfolgter Strati-
fizierung extrahiert. Aus 
der gewonnenen RNA 
wurde cDNA extrahiert, 
welche als Matrize für 
eine semi-quantitative RT-
PCR genutzt wurde. Für 
die folgenden Gene wurden genspezifische Primer gewählt, die außerdem nur an die cDNA 
binden konnten und nicht an die gDNA: At1g12200, At1g62580, und At1g63340 (subclade I); 
At1g62600, At1g62620 und At1g 63370 (subclade II); At5g07800 und At5g61290 (subclade 
III). Für die Gene 
At1g63340, At1g62580, 
At1g 63370 konnte in 
keinem Gewebe eine 
Expression fest-gestellt 
werden (Ergebnisse nicht 
dargestellt). Zunächst 
wurde gezeigt, dass die 
eingesetzten cDNA-
Mengen für jedes Gewebe 
ähnlich sind (Abbildung: 
24). Nun wurden die einzelnen Gene auf deren Gewebespezifität überprüft. At1g12200 
(subclade I) wurde in allen Geweben exprimiert, scheint aber in der Wurzel deutlich stärker 
exprimiert zu sein als in jungen Keimlingen (Abbildung 25). At1g62600 (subclade II) wurde in 
Abbildung 24: Analyse der gewebe-spezifischen Expression von FMO-Genen 
(Aktin-PCR). Es wurde RNA aus Blättern, Blüten, Blütenstielen, Wurzeln und 
Keimlingen zu drei unterschiedlichen Zeitpunkten (20 h, 44 h, 48 h) nach erfolgter 
Stratifizierung extrahiert und in cDNA umgeschrieben. Nach dem Marker (100 bp, 
Fermentas) folgen die Ergebnisse der Aktin-PCR (Akt2ex1F/Akt2ex2R) mit der 
cDNA aus den verschiedenen Geweben als Matrize. Für alle Gewebe wurde eine 
ähnliche Menge an cDNA eingesetzt.  
Abbildung 25: Analyse der gewebe-spezifischen Expression des FMO-Gens 
At1g12200. Es wurde RNA aus Blättern, Blüten, Blütenstielen, Wurzeln und 
Keimlingen, zu drei unterschiedlichen Zeitpunkten (20 h, 44 h, 48 h) nach erfolgter 
Stratifizierung, extrahiert und in cDNA umgeschrieben. Nach dem Marker (100 bp, 
Fermentas) folgt die genspezifische PCR (12200ex5/6F/12200ex6/7R) mit der cDNA 
aus den verschiedenen Geweben als Matrize durchgeführt. Es wurde dieselbe 
Mange an cDNA eingesetzt wie bei der Aktin-PCR (Abb. 24).  
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allen Geweben exprimiert, in jungen Keimlingen jedoch nur sehr schwach (Abbildung 26). 
At1g62620 (subclade II) wurde in allen Geweben exprimiert, in jungen Keimlingen sehr 
schwach bzw. gar nicht (Abbildung 27). 
At5g07800 wurde in allen 
Geweben exprimiert, in 
den Blütenstielen be-
sonders stark und in der 
Blüte und in jungen 
Keimlingen sehr schwach 
(Abbildung 27). 
At5g61290 wurde in allen 
Geweben exprimiert, in 
jungen Keimlingen gar 
nicht oder nur sehr 
schwach (Abbildung 28). 
Diese Expressionsanalysen 
vermitteln einen ersten 
Eindruck über die gewebs-
spezifische Expression der 
hier untersuchten FMOs. 
Zusätzliche Informationen 
über die Expression 
bestimmter Gene wurden 
mit Hilfe einer weiteren 
Methode ermittelt. Dazu wurden die Promotoren der Zielgene vor das GUS-Gen kloniert, so 
dass dieses unter der Kontrolle des Promoters steht. Das GUS-Gen kodiert das Enzym ß-
Glukuronidase, welches den Abbau von X-gluc zu Glucuronsäuren und 5-Brom-4-chlor-
indoxyl katalysiert. Das 5-Brom-4-chlor-indoxyl wird vom Sauerstoff der Luft zum tiefblauen 
Farbstoff 5,5'-Dibrom-4,4'-dichlor-indigo oxidiert. Das Gewebe, in dem der jeweilige FMO- 
Promoter aktiv ist, wird nach Inkubation in der Färbelösung blau, wodurch man die 
Möglichkeit einer gewebsspezifischen Expressionsanalyse erhält. Hierfür wurden folgende 
Abbildung 25: Analyse der gewebespezifischen Expression des FMO-Gens 
At1g62600. Es wurde RNA aus Blättern, Blüten, Blütenstielen, Wurzeln und 
Keimlingen zu drei unterschiedlichen Zeitpunkten (20 h, 44 h, 48 h) nach erfolgter 
Stratifizierung extrahiert und in cDNA umgeschrieben. Die genspezifische PCR 
(62600ex5/6F/62600ex6/7R) wurde mit der cDNA aus den verschiedenen 
Geweben als Matrize durchgeführt. Es wurde dieselbe Mange an cDNA eingesetzt 
wie bei der Aktin-PCR (Abb. 24). 
Abbildung 26: Analyse der gewebespezifischen Expression des FMO-Gens 
At1g62620. Es wurde RNA aus Blättern, Blüten, Blütenstielen, Wurzeln und 
Keimlingen, zu drei unterschiedlichen Zeitpunkten (20 h, 44 h, 48 h) nach erfolgter 
Stratifizierung, extrahiert und in cDNA umgeschrieben. Nach dem Marker (100 bp, 
Fermentas) folgt die genspezifische PCR (62620ex5/6F/62620ex6/7R) mit der 
cDNA aus den verschiedenen Geweben als Matrize. Es wurde dieselbe Mange an 
cDNA eingesetzt wie bei der Aktin-PCR (Abb. 24). 
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Plasmide erstellt (siehe Kapitel: 5.3.12; Plasmidkarten im Anhang), die in Agrobakterium 
transformiert wurden: 12200Promoter::GUS, FMO1Promoter::GUS, 626600Promoter::GUS, 
62620Promoter::GUS. 
Danach wurden die 
Arabidopsis-Pflanzen durch 
„floral dipping“ trans-
formiert. Die Lokalisation 
der Expression dieser Gene 
durch die oben be-
schriebenen Linien erfolgte 
im Rahmen der Master-
Arbeit von Florian Müller. 
Aussagekräftige Ergebnisse 
wurden für die Expression 
von At1g12200 (subclade I) 
erhalten (Kapitel). 
Außerdem wurden in dieser 
Arbeit bestimmte Gene mit 
Hilfe des Green-Fluorescent-
Protein (GFP) zellulär loka-
lisiert. Es wurden Plasmide 
erstellt, in denen die Gene 
At1g12200, FMO1 und 
At5g07800 N-terminal und 
C-terminal an das GFP-Gen fusioniert wurden (Plasmidkarten im Anhang). Die 
Transformation der Arabidopsis-Pflanzen erfolgte ebenfalls durch Agrobakterium und „floral 
dipping“. Diese transgenen Linien zur zellulären Lokalisation wurden im Rahmen der 
Masterarbeit von Florian Müller untersucht. Die Ergebnisse zu diesen Untersuchungen liegen 
noch nicht vollständig vor. 
 
 
Abbildung 27: Analyse der Gewebs-spezifischen Expression des FMO Gens 
At5g07800. Es wurde RNA aus Blättern, Blüten, Blütenstielen, Wurzeln und 
Keimlingen zu drei unterschiedlichen Zeitpunkten (20h, 44h, 48h) nach erfolgter 
Stratifizierung extrahiert und in cDNA umgeschrieben. Nach dem Marker (100bp, 
Fermentas) folgt die genspezifische-PCR (07800ex5/6F/07800ex6/7R) mit der 
cDNA aus den verschiedenen Geweben als Matrize. Es wurde dieselbe Mange an 
cDNA eingesetzt wie bei der Aktin-PCR (Abb. 24). 
Abbildung 28: Analyse der Gewebs-spezifischen Expression des FMO Gens 
At5g07800. Es wurde RNA aus Blättern, Blüten, Blütenstielen, Wurzeln und 
Keimlingen zu drei unterschiedlichen Zeitpunkten (20h, 44h, 48h) nach erfolgter 
Stratifizierung extrahiert und in cDNA umgeschrieben. Nach dem Marker 
(100bp, Fermentas) folgt die genspezifische-PCR (07800ex5/6F/07800ex6/7R) 
mit der cDNA aus den verschiedenen Geweben als Matrize. Es wurde dieselbe 
Mange an cDNA eingesetzt wie bei der Aktin-PCR (Abb. 24). 
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6.4 Abiotische und biotische Stressoren 
Pflanzen haben eine Vielzahl von Möglichkeiten, sich an widrige abiotische 
Umweltbedingungen wie Temperatur (Hitze/Kälte), Trockenheit und Nährstoffmangel 
anzupassen, was auf Grund ihrer sessilen Lebensweise unabdingbar ist. Neben den 
beschriebenen abiotischen Faktoren ist die Pflanze auch einer Vielzahl von biotischen 
Stressoren ausgesetzt, wie Phytopathogene oder herbivore Insekten. Eine umfassende 
funktionelle Analyse einer Genfamilie schließt auch diese Faktoren unabdingbar mit ein.  
6.4.1 Hitze-Kälte Stress 
In diesem Versuchsansatz wurden Hitze- und Kälte-Stress kombiniert, wobei die Pflanzen 
einer täglichen Temperaturschwankung von 39°C während der 8,5 h Lichtphase und 10°C 
während der 15,5 h Dunkelphase ausgesetzt waren. Weder eine Überexpressions-Linie noch 
eine Funktionsverlust-Mutante zeigte deutliche Auffälligkeiten gegenüber dem Wildtyp. Alle 
Pflanzen zeigten nach knapp einer Woche erste beschädigte Blätter (Chlorosen/Nekrosen) 
und nach ungefähr vier Wochen waren alle Pflanzen abgestorben (persönliche Mitteilung 
Marcus Deisen, Bio III; hier nicht gezeigt). Die Funktionsverlust-Mutanten wurden auch in 
unabhängigen Versuchen einem Hitze-Stress (60 °C, 3 h 45 min) bzw. Kälte-Stress (-13 °C, 15 
min) ausgesetzt. Nach diesen bestimmten Stressoren regenerierten sich etwa 50% der 
Wildtyp-Pflanzen wieder, weswegen dieser Versuch so für diese Arbeit etabliert wurde. Die 
Funktionsverlust-Mutanten zeigten keine Unterschiede zum Wildtyp (persönliche Mitteilung 
Monika Hermanns, Bio III; hier nicht gezeigt). Da auch die Kombination beider Stressoren 
keine Auffälligkeiten zeigte, wurde auf weitere abiotische Untersuchungen mit den 
Überexpressions-Linien verzichtet. Ein Defekt in einem der acht hier untersuchten FMO-
Gene hat keine Auswirkung auf die Toleranz gegenüber Temperatur-Stress oder die 
Adaption an extreme Temperaturen. Eine Überexpression von At1g12200, At1g62620, 
At5g07800 oder FMO1 hat auch keine Auswirkung auf den Umgang der Pflanze mit 
Temperatur-Stress. 
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6.4.2 Nährstoffmangel 
Die zu untersuchenden Pflanzen wurden in Sand mit der Hoagland-Lösung angezogen, um 
sicherzustellen, dass ihnen definierte 
Nährstoffe zur Verfügung stehen. 
Folgende Bedingungen wurden 
getestet: Stickstoff-arm, Phosphat-frei, 
Schwefel-frei. Als Kontrolle diente der 
jeweilige Wildtyp mit der vollständigen 
Hoagland-Lösung und den drei oben 
genannten nährstoff-freien bzw. –
armen Lösungen. Spätestens sieben 
Tage nach Beginn der Behandlung mit 
den jeweiligen Lösungen konnte der 
Versuch ausgewertet werden. Die 
verschiedenen FMO-Funktionsverlust-
Mutanten verhielten sich in den 
Nährstoffmangel-Situationen wie der 
Wildtyp. Da es keine weiteren 
Hinweise auf eine Funktion der hier 
untersuchten FMO-Gene bezüglich Nährstoff-Mangels gibt, wurde darauf verzichtet auch die 
Überexpressions-Linien zu untersuchen. (persönliche Mitteilung: Monika Hermanns, Bio III; 
hier nicht gezeigt) 
6.4.3 Trockenstress 
Auch der abiotische Faktor Trockenstress zeigte keinen veränderten Einfluss auf die 
Überexpressions-Linie und Funktionsverlust-Linien von Atg12200 gegenüber dem Wildtyp. 
Die Überprüfung der Toleranz bestimmter Genotypen gegenüber Trockenstress im Vergleich 
zum Wildtyp, wurden wie in Kapitel 5.6.3 beschrieben durchgeführt. In diesem Versuch 
wurden die Überexpressions-Linien wie die Funktionsverlust-Mutanten von At1g12200 
untersucht. Die unterschiedlichen Genotypen zu At1g12200 regenerierten sich ähnlich wie 
der Wildtyp. Es gab keinen deutlichen Unterschied im Umgang mit Trockenstress zwischen 
dem Wildtyp und den unterschiedlichen Genotypen zu At1g12200. 
Abbildung 29: Versuchsaufbau zur Überprüfung der 
Stresstoleranz bezüglich  Nährstoffmangels . Die Pflanzen 
wurden unter konstanten Bedingungen in Töpfe mit 
abgewogenem Sand pikiert und mit Hoagland-Lösung (Kapitel 
3.6.5.) gegossen. Die linke Schale wurde mit der vollständigen 
Lösung gegossen und die rechte Seite mit einer Hoagland-Lösung 
ohne Stickstoff. Die Pflanzen in dieser Abbildung wurden 
innerhalb von sieben Tagen mit den jeweiligen Lösungen 
gegossen. Hier sind in der obersten Reihe Pflanzen des Wildtyps 
zu sehen, in der mittleren Reihe des 62620-KO1 und in der 
unteren Reihe des 62600-KO1(Bild: Monika Hermanns). 
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6.4.4 Untersuchungen zur Pathogenabwehr verschiedener FMO-Genotypen 
Die Pflanze wird in der Natur mit verschiedenen Gruppen von Pathogenen konfrontiert, auf 
die sie mit unterschiedlichen Formen der Abwehr reagiert. Es gibt biotrophe 
(hemibiotrophe) Pathogene, die sich von lebendem Pflanzenmaterial ernähren und 
necrotrophe Pathogene, die sich von totem Pflanzenmaterial ernähren. Von beiden Gruppen 
wurden Vertreter für die funktionellen Analysen genutzt. Die necrotrophen Pathogene, wie 
Alternaria brassicicola und Botrytis cinerea, zerstören während der Infektion der Pflanze ihr 
Gewebe, sodass es zur Bildung von nekrotischen Läsionen kommt. Die chlorotischen Höfe 
um die Läsionen herum sind nicht besiedelt und werden durch die Diffusion von Metaboliten 
und Toxinen des Pathogens verursacht. (Tewari 1983; Agarwal et al., 1997).  
Pseudomonaden als hemibiotrophe Pathogene können die Zellwand als Barriere nicht 
überwinden, sondern gelangen über die Stomata oder Verwundungen in das pflanzliche 
Gewebe. Sie vermehren sich im Interzellularraum, wenn die Pflanze anfällig gegen 
Pseudomonaden ist. Die infizierten Blätter zeigen nach 3-4 Tagen nekrotische Läsionen. Je 
nach Pseudomonas-Stamm sind diese auch von chlorotischem Gewebe umgeben (Katagiri et 
al., 2002). Die Vermehrung der Pseudomonaden wird bei resistenten Pflanzen durch eine 
hypersensitive Reaktion (HR) verlangsamt (Klement, 1963; Klement et al., 1964). So kommt 
es nicht zur Ausbildung von Krankheits-Symptomen. 
6.4.4.1 Untersuchungen zur Abwehr verschiedener FMO-Genotypen gegen necrotrophe 
Pathogene 
In Abbildung 30 sind die Ergebnisse zur 
Untersuchung der Anfälligkeit von 
61290-KO1 und 62620-KO1 gegenüber 
Botrytis cinerea im Vergleich zum 
Wildtyp dargestellt. Dieser Versuch 
wurde nach 3 Tagen ausgewertet. Die 
Blätter der verschiedenen Genotypen, 
die mit Wasser behandelt wurden, 
zeigen keine Läsionen, sowie die 
Blätter die mit der 5X105 Sporen/ml 
von Botrytis cinerea behandelt 
Abbildung 30. Anfälligkeit unterschiedlicher FMO-Genotypen im 
Vergleich zum Wildtyp nach der Infektion mit Botrytis cinerea. 
Die Bonitierung des Versuches erfolgte 3 Tage nach der 
Behandlung der Blätter, mit Wasser als Kontrolle und 5X10
7 
Sporen/ml bzw. 5X10
5 
Sporen/ml von Botrytis cinerea. In der 
oberen Reihe sind die Blätter des Wildtyps nach den 
unterschiedlichen Behandlungen dargestellt, darunter folgen die 
Blätter von 61290-KO1 und die von 62620-KO1. (Bild: Martin 
Thomas) 
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wurden. Es sind Läsionen auf den Blättern zu erkennen, die mit 5X107 Sporen/ml von Botrytis 
cinerea behandelt wurden. Aber auch hier waren keine Unterschiede zwischen den Blättern 
des Wildtyps oder den Blättern der Funktionsverlust-Mutanten zu erkennen. Auch die 
restlichen Funktionsverlust-Mutanten der acht hier untersuchten Gene, zeigten keine 
Unterschiede gegenüber dem Wildtyp (Martin Thomas, Forschungsbericht, hier nicht 
gezeigt). Auch die Linien 35S::12200-1, 35S::12200-2, 35S::62600-1, 35S::62620-1, 
35S::07800-1, 35S::07800-2, 35S::61290-1, 35S::61290-2 wurden in diesem Versuch 
untersucht, zeigten aber keine erkennbaren Unterschiede zum Wildtyp. (persönliche 
Mitteilung: Marcus Deisen, Bio III; hier nicht gezeigt) Die Versuche wurden jeweils zweimal 
wiederholt und zeigten dieselben Ergebnisse. 
In Abbildung 31 sind die Ergebnisse 
zur Untersuchung der Anfälligkeit von 
61290-KO1 und 62620-KO1 
gegenüber Alternaria brassicicola im 
Vergleich zum Wildtyp dargestellt. 
Dieser Versuch wurde nach 6 Tagen 
ausgewertet. Die Blätter, die zur 
Kontrolle mit Wasser infiltriert 
wurden, weisen weder beim Wildtyp 
noch bei den verschiedenen FMO-
Genotypen Läsionen auf. Es sind keine 
Unterschiede zwischen den Läsionen 
auf den Blättern des Wildtyps oder 
auf den Blättern der Funktionsverlust-
Mutanten zu erkennen. Die weiteren 
Funktionsverlust-Mutanten der acht hier untersuchten Gene zeigten auch keine 
Unterschiede gegenüber dem Wildtyp (Martin Thomas, Forschungsbericht). Die Linien 
35S::12200-1, 35S::12200-2, 35S::62600-1, 35S::62620-1, 35S::07800-1, 35S::07800-2, 
35S::61290-1, 35S::61290-2 wurden in einem weiteren Versuch untersucht und zeigten keine 
erkennbaren Unterschiede zum Wildtyp. (persönliche Mitteilung:Marcus Deisen, Bio III; hier 
nicht gezeigt). Die Versuche wurden jeweils mindestens zweimal wiederholt.  
Abbildung 31: Anfälligkeit unterschiedlicher FMO-Genotypen im 
Vergleich zum Wildtyp nach der Infektion mit Alternaria 
brassicicola. Die Auswertung erfolgte 6 Tage nach der Infektion 
der Blätter mit 1,5X10
7 
Sporen/ml. Zur Kontrolle wurden die 
Blätter vom Wildtyp (Col-0) und den untersuchten 
Funktionsverlust-Mutanten wie Überexpressionslinien (oben 
61290-KO1, 62620-KO1) mit Wasser infiziert. Neben dieser 
Kontrolle sind die mit Alternaria brassicicola infizierten Blätter 
abgebildet. In der obersten Reihe sind die Läsionen des Wildtyps 
zu sehen, darunter folgen die der Funktionsverlust-Mutante 
61290-KO1 und darunter die der Funktionsverlust-Mutante 62620-
KO1. (Bild: Martin Thomas) 
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Der Defekt in einem der acht hier untersuchten FMO-Gene hat keine Auswirkung auf die 
Abwehr der Pflanze gegenüber den hier verwendeten necrotrophen Pathogenen. Eine 
Überexpression von At1g12200 (subclade I), At1g62620 (subclade II), At5g07800 (subclade 
III) hat auch keine Auswirkung auf die Abwehr gegen diese necrotrophen Pathogene. 
 
6.4.4.2 Untersuchungen zur Abwehr verschiedener FMO-Genotypen gegen biotrophe 
Pathogene 
Pseudomonaden sind hemibiotrophe Pathogene. In diesem Versuchsansatz wurde der 
Stamm Pseudomonas syringae genutzt (Kapitel: 5.7). Die in Kapitel: 5.7.1 beschriebene Re-
Isolation ermöglicht es festzustellen, wie gut sich die Bakterien im Pflanzengewebe 
Abbildung 32: Anfälligkeit verschiedener FMO-Genotypen im Vergleich zum Wildtyp nach der Infiltration mit 
Pseudomonas syringae. Die Abbildung zeigt die Anzahl der Bakterien (Pseudomonas syringae) in cfu/cm
2 
(logarithischer 
Mittelwert) zu den Zeitpunkten t=0 (Zeitpunkt der Infiltration) und t=3 (3 Tage nach der Infiltration). Es wurde ein 
virulenter (vir) und ein avirulenter (avr) Stamm der Pseudomonaden zur Infiltration genutzt. Das Bakterienwachstum auf 
62600-KO1 und 62620-KO1 von Pseudomonas syringae, unterscheidet sich nicht von dem auf dem Wildtyp. (Martin 
Thomas) 
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vermehren konnten. Dadurch kann man erkennen, ob eine effektive Pathogenabwehr 
stattgefunden hat oder ob sich die Bakterien vermehren konnten. Durch diese Methode 
kann die Anfälligkeit verschiedener Genotypen quantitativ miteinander verglichen werden. 
In Abbildung 32 sind die Ergebnisse der Reisolation der Pseudomonaden aus Wildtyp-
Pflanzen und dem 62600-KO1, 62620-KO1 gezeigt. Sowohl für diese, als auch für die 
restlichen der acht Gene waren keine Unterschiede zwischen der Anzahl der Bakterien, die 
sich im Gewebe des Wildtyps oder im Gewebe der Funktionsverlust-Mutanten vermehren 
konnten, zu erkennen. (Martin Thomas, Forschungsbericht, hier nicht gezeigt). Auch die 
Linien 35S::12200-1, 35S::12200-2, 35S::62600-1, 35S::62620-1, 35S::07800-1, 35S::07800-2, 
35S::61290-1, 35S::61290-2 zeigten keine erkennbaren Unterschiede zum Wildtyp. 
(persönliche Mitteilung: Marcus Deisen, Bio III; Daten hier nicht gezeigt). Die Versuche 
wurden jeweils mindestens 2-Mal mit demselben Ergebnis wiederholt. 
Der Defekt in einem der acht hier untersuchten FMO-Gene hat keine Auswirkung auf die 
Abwehr der Pflanze gegenüber dem hier verwendeten hemibiotrophen Pathogen. Eine 
Überexpression von At1g12200 (subclade I), At1g62620 (subclade II), At5g07800 (subclade 
III) hat auch keine Auswirkung auf die Abwehr gegen dieses hemibiotrophe Pathogen. 
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6.4.5 Untersuchung zur Arabidopsis-Insekten Interaktion 
Pflanzen haben eine Vielzahl von mechanischen und biochemischen Abwehrmechanismen 
gegen herbivore Insekten entwickelt. Um verschiedene Aspekte der Pflanzen-Abwehr gegen 
herbivore Insekten zu überprüfen, wurden zwei unterschiedliche Versuche etabliert:  
1. die Präferenz der Raupen von Pieris rapae bezüglich bestimmter FMO-Genotypen im 
Vergleich zum Wildtyp (Two-choice Test) und  
2. die Gewichtszunahme der Raupen auf verschiedenen FMO-Genotypen.  
Die Präferenz der Raupen gibt Aufschluss darüber, welche Genotypen attraktiver bzw. 
unattraktiver für die Raupen sind (Antixenose) und die Gewichtszunahme über die 
Unverträglichkeit bestimmter Genotypen im Vergleich zum Wildtyp (Antibiose). 
6.4.5.1 Two-choice Test 
Die sechs Wochen alten Pflanzen wurden nach den unterschiedlichen Genotypen (Wildtyp, 
Mutante) alternierend angeordnet (Kapitel 5.6.2), so dass sich die Blätter überlappen und 
die Raupen sich frei von Pflanze zu Pflanze bewegen konnten. Eine Raupe wurde in die Mitte 
jeder Pflanze platziert. Nach 5 Tagen wurden die Raupen ermittelt, wie viele Raupen sich auf 
dem Wildtyp und wie viele sich auf dem FMO-Genotyp befanden, um so die Präferenz für die 
jeweilige Pflanze zu ermitteln (Abbildung 33; blau=Wildtyp, rot=Mutante). Die letzten zwei 
Balkenpaare zeigen zwei unterschiedliche Kontrollen: Wildtyp gegen Wildtyp, hierbei ergab 
sich eine Verteilung von 50:50 und Wildtyp gegen Wildtyp-Pflanzen, die mit Imidacloprid 
(einem Insektizid) gegossen wurden, wobei sich 100% der Raupen auf unbehandelten 
Wildtyp-Pflanzen befanden. Die Raupen bevorzugten den Wildtyp gegenüber den 
Überexpressionslinien von FMO1 (FMO1-Ü1, FMO1-Ü1) (Clade II). In Subclade I bevorzugen 
die Raupen den Wildtyp gegenüber den Funktionsverlust-Mutanten des Gens At1g12200 
(12200-KO1, -KO2) und die Überexpressionslinien des Gens At1g12200 (35S::12200-1, -2) 
gegenüber dem Wildtyp. Es liegt keine deutliche Präferenz der Raupen bezüglich der 
Genotypen der Subclade II und III vor. Die Clade III beinhaltet die FMOGSox1-5, diese sind in der 
Glucosinolat-Biosynthese involviert (Li et al., 2006). Da die Raupen keine deutliche Präferenz 
zwischen den unterschiedlichen Genotypen des Clade III und dem Wildtyp zeigten, scheint 
eine Veränderung des aliphatischen Glucosinolat-Levels die Attraktivität der Pflanzen für die 
Raupen von Pieris rapae nicht zu verändern. 
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Abbildung 33: Two-choice Test zur Ermittlung der Präferenz der Raupen von Pieris rapae zwischen verschiedenen FMO-
Genotypen und dem Wildtyp. Die Pflanzen der FMO-Gentypen und des Wildtyps wurden alternierend angeordnet, so 
dass die Raupe sich frei von Pflanze zu Pflanze bewegen konnte. Nach 5 Tagen wurde ausgezählt, wie viele Raupen sich 
auf welchem Genotyp befanden, um so die Präferenz der Raupen für einen Genotyp zu ermitteln. Die Anzahl der Raupen, 
die sich auf dem Wildtyp befanden, sind als blauer Balken dargestellt und die Anzahl der Raupen, die sich auf der 
Mutante befanden als roter Balken (Anzahl der Versuchsansätze:4-6). Der absolute Wert befindet sich über den 
jeweiligen Balken. Der jeweilige Genotyp steht unter dem Balkenpaar, wie die phylogenetische Gruppe, zu der er gehört. 
Die signifikanten Unterschiede (Chhi-Quadrat Test) der Präferenz der Raupen werden durch den schwarzen Stern 
gekennzeichnet (p0,005). 
 
In den Abbildungen 34-37 folgen Auszüge aus Abbildung 33, um die Präferenzen deutlicher 
darzustellen. Die Verteilung der Raupen ist hier in Prozent dargestellt. Um festzustellen, 
welche Verteilung der Raupen auftritt, wenn keine relevanten Unterschiede im 
Pflanzenmaterial vorliegen, wurde die Kontrolle Wildtyp gegen Wildtyp durchgeführt, wobei 
sich eine Verteilung von 50:50 ergab (Abbildung 34). Bei dem Vergleich von Pflanzen, die mit 
Imidacloprid (100 mg/l) gewässert wurden, und dem unbehandelten Wildtyp ergab sich, 
dass alle der Raupen auf den unbehandelten Pflanzen zu finden waren. Diese Kontrollen  
zeigten, dass durch diesen Versuchsansatz eine Präferenz der Raupen bezüglich ihrer 
Nahrungsquelle ermittelt werden kann. 
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Abbildung 35 zeigt die Ergebnisse der Präferenz der Raupen bezüglich verschiedener FMO1-
Genotypen in Prozent. Es befanden sich 30% der Raupen auf der Überexpressions-Linie 
FMO1-Ü1 und 70% auf dem Wildtyp. Der Versuch mit der zweiten unabhängigen 
Überexpressions-Linie zeigte, dass sich 35% auf FMO1-Ü2 befanden und 65% auf dem 
Wildtyp. Zwischen dem fmo1-KO und dem Wildtyp gab es keinen Unterschied in der 
Präferenz der Raupen. Die statistische Signifikanz dieses Versuches wurde durch den Chi-
Quadrat-Test ermittelt (P-Werte im Anhang). Die Präferenz der Raupen für den Wildtyp ist 
mit den p-Werten 0,0001 für FMO1-Ü1 und 0,0051 für FMO1-Ü2 signifikant höher. Die 
Überexpression von FMO1 (clade II) macht die Pflanzen signifikant unattraktiver für Raupen 
als der Wildtyp. 
Abbildung 34: Kontrollen zur Ermittlung der Präferenz der Raupen von Pieris rapae in %. Diese Abbildung ist ein Auszug 
aus der Abbildung 17, hier sind die Ergebnisse in Prozent und nicht in absoluten Werten dargestellt. Die Pflanzen wurden 
alternierend angeordnet, so dass die Raupen sich frei von Pflanze zu Pflanze bewegen konnten. Nach 5 Tagen wurde 
ermittelt wie viele Raupen sich auf welcher Pflanze befanden. Auf den Pflanzen, die mit Imidacloprid (100 mg/l) 
gewässert wurden, befanden sich keine Raupen, sondern alle waren auf den unbehandelten Wildtyp-Pflanzen. Bei der 
Kontrolle Wildtyp gegen Wildtyp ergab sich eine Verteilung von 50:50.  
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Abbildung 35: Ermittlung der Präferenz der Raupen von Pieris rapae bezüglich verschiedener FMO1-Genotypen. Diese 
Abbildung ist ein Auszug aus der Abbildung 17, hier sind die Ergebnisse in Prozent und nicht in absoluten Werten 
dargestellt. Der jeweilige FMO1-Genotyp wurde alternierend gegen den Wildtyp angeordnet, so dass die Raupen sich frei 
von Pflanze zu Pflanze bewegen konnten. Nach 5 Tagen wurde ermittelt wie viele Raupen sich auf welcher Pflanze 
befanden. 70% der Raupen befanden sich auf dem Wildtyp und 30% auf FMO1-Ü1. Es befanden sich 65% der Raupen auf 
dem Wildtyp und 35% auf FMO1-Ü2. 
 
Abbildung 36 zeigt die Ergebnisse der Präferenz der Raupen bezüglich verschiedener 
At1g12200-Genotypen (subclade I) in Prozent. Es befanden sich 37% der Raupen auf 
35S::12200-1 und 63% auf dem Wildtyp (Chi-Quadrat-Test: signifikant; p-Wert: 0,006). 
Außerdem befanden sich 34% der Raupen auf 35S::12200-2 und 66% auf dem Wildtyp (Chi-
Quadrat-Test: signifikant; p-Wert: 0,0005). Es befanden sich 30% der Raupen auf 12200-KO1 
und 70% auf dem Wildtyp (Chi-Quadrat-Test: signifikant; 0,0004). Außerdem waren 37% der 
Raupen auf 12200-KO2 und 63% auf dem Wildtyp (Chi-Quadrat-Test: signifikant; 0,008). Die 
Überexpressions-Linien von At1g12200 (subclade I) sind signifikant attraktiver für die Raupen 
als der Wildtyp und die Funktionsverlust-Mutanten signifikant unattraktiver. 
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Abbildung 36: Ermittlung der Präferenz der Raupen von Pieris rapae bezüglich verschiedener At1g12200-Genotypen. 
Diese Abbildung ist ein Auszug aus der Abbildung 17, hier sind die Ergebnisse in Prozent und nicht in absoluten Werten 
dargestellt. Der jeweilige At1g12200-Genotyp wurde alternierend gegen den Wildtyp angeordnet, so dass die Raupe sich 
frei von Pflanze zu Pflanze bewegen konnte. Nach 5 Tagen wurde ermittelt, wie viele Raupen sich auf welcher Pflanze 
befanden. Es befanden sich 37% der Raupen auf dem Wildtyp und 63% auf 35S::12200-1, außerdem 34% auf dem 
Wildtyp und 66% auf 35S::12200-2. 70% der Raupen befanden sich auf dem Wildtyp und 30% auf 12200-KO1 und 63% auf 
dem Wildtyp und 37% auf 12200-KO2.  
 
Es gibt keine Präferenz der Raupen zwischen dem Wildtyp und den unterschiedlichen 
FMOGSox1-5-Genotypen. Die Raupen zeigten keine Präferenz bezüglich der Genotypen der 
subclades II und III. 
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6.4.5.2 Untersuchungen zur Gewichtszunahme der Raupen von Pieris rapae auf 
bestimmten FMO-Genotypen 
Um zu überprüfen, ob die verschiedenen Genotypen eine unterschiedliche Nährqualität für 
die Raupen von P. rapae haben, wurden Versuche zur Gewichtszunahme auf den 
verschiedenen Pflanzen durchgeführt. Bei jedem Versuchsansatz wurden 2 unabhängige 
Funktionsverlust-Mutanten eines Gens und die entsprechenden Überexpressionslinien, 
sowie der jeweilige Wildtyp eingesetzt. In jedem Versuch wurden drei unabhängige Ansätze 
pro Genotyp ausgewertet und daraus die Standardabweichung ermittelt. Die jeweiligen 
Versuchsansätze mit den unterschiedlichen Genotypen konnten nicht immer mit Raupen 
durchgeführt werden, die in demselben Stadium waren, weswegen zwischen den 
unterschiedlichen Versuchsansätzen Schwankungen vorliegen. Die Gewichtszunahme in 
Prozent wurde durch folgende Formel ermittelt: 
Endgewicht der RaupeX100/Ausgangsgewicht der Raupe-100.  
In diesem Versuchsansatz wurden die verschiedenen FMOGsox-Genotypen der Clade III 
untersucht, da sie in die Glucosinolat-Biosynthese involviert sind.  
In Abbildung 37 sind die Ergebnisse der Gewichtszunahme der Raupen von Pieris rapae auf 
den verschiedenen FMOGsox-Genotypen 
gezeigt. Die Ergebnisse zeigen keine 
reproduzierbaren Schwankungen. Es sind 
keine deutlichen Unterschiede zwischen 
der Gewichtszunahme der Raupen auf dem 
Wildtyp oder auf den verschiedenen 
FMOGsox-Genotypen zu erkennen. 
Die verschiedenen Genotypen bezüglich 
des Gens At5g07800 wurden in dieser 
funktionellen Analyse getestet, da eine 
erhöhte Expression von At5g07800 nach 
Raupenfraß festgestellt wurde (Kapitel 6.3.6). Die Ergebnisse der prozentualen 
Gewichtszunahme der Raupen von Pieris rapae auf verschiedenen FMO-Genotypen 
bezüglich des Gens At5g07800 im Vergleich zum Wildtyp sind in Abbildung 38 dargestellt. Da 
Abbildung 37: Gewichtszunahme der Raupen von Pieris 
rapae auf verschiedenen FMOGsox-Genotypen im Vergleich 
zum Wildtyp. Die Gewichtszunahme der Raupe ist in Prozent 
angegeben und wurde 5 Tage nach Beginn des Fraßversuchs 
ermittelt.  
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sich die Fehlerbalken der 
Standardabweichungen überlappen, 
sind keine deutlichen Unterschiede 
zwischen dem Wildtyp und den 
jeweiligen FMO07800-Genotypen zu 
benennen. 
Die verschiedenen Genotypen für 
At1g12200 wurden in diesem 
Versuchsansatz analysiert, da die 
Raupen eine signifikante Präferenz 
im Two-choice Test zwischen diesen 
Genotypen und dem Wildtyp zeigten 
(Kapitel 6.4.5.1). Die prozentuale 
Gewichtszunahme der Raupen von 
Pieris rapae auf den verschiedenen 
FMO-Genotypen bezüglich des Gens 
At1g12200 im Vergleich zum Wildtyp 
ist in Abbildung 39 dargestellt. Es 
sind keine deutlichen Unterschiede 
in der Gewichtszunahme der Raupen 
zwischen dem Wildtyp und den 
verschiedenen FMO12200-Genotypen 
(subclade I) zu erkennen. 
Abbildung 39: Antibiose von Pieris rapae auf verschiedenen 
Genotypen bezüglich des Gens At1g12200. Die prozentuale 
Gewichtszunahme der Raupen von Pieris rapae auf 
verschiedenen FMO-Genotypen bezüglich des Gens At1g12200 
im Vergleich zum Wildtyp wurde 5 Tage nach Beginn des 
Fraßversuchs ermittelt. Die Standardabweichungen wurde als 
schwarze Balken eingefügt.  
Abbildung 38: Antibiose von Pieris rapae auf FMO-Genotypen von 
At5g07800. Die prozentuale Gewichtszunahme der Raupen von 
Pieris rapae wurde auf verschiedenen FMO-Genotypen im 
Vergleich zum Wildtyp ermittelt, 5 Tage nach Beginn des 
Fraßversuchs. Es sind zwei unabhängige Versuche zu jedem 
Genotyp nebeneinander dargestellt Die Standardabweichungen 
wurden als schwarze Balken eingefügt.  
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Im Two-choice Test zeigte sich, dass 
die Raupen die Überexpressions-
Linien zu FMO1 deutlich unattraktiver 
finden als den Wildtyp (Kapitel 
6.4.5.1). Die Ergebnisse der 
prozentualen Gewichtszunahme der 
Raupen von Pieris rapae auf 
verschiedenen FMO1-Genotypen im 
Vergleich zum Wildtyp sind in 
Abbildung 40 dargestellt. Die 
Gewichtszunahme der Raupen auf 
FMO1-Ü1 und FMO1-Ü2 war geringer 
als auf dem Wildtyp. Die 
Gewichtszunahme der Raupen auf 
dem fmo1-KO war stärker als auf dem 
Wildtyp. Um diese Unterschiede 
besser darzustellen, wurde die 
prozentuale Gewichtszunahme als 
Differenz zum Wildtyp dargestellt 
(Abbildung 41). In dieser Abbildung ist 
deutlich zu erkennen, dass die 
Gewichtszunahme der Raupen auf den 
Knockout Pflanzen (fmo1-KO) stärker 
war als auf dem Wildtyp, während sie 
auf beiden unabhängigen Überexpres-
sions-Linien (FMO1-Ü1, FMO1-Ü2) 
geringer war als auf dem Wildtyp.  
Die verschiedenen FMO1-Genotypen 
(clade II) hatten im Vergleich zum Wildtyp einen Einfluss auf die Gewichtszunahme der 
Raupen. Die verschiedenen Genotypen zu FMOGSox1-5 (clade III) , At1g 12200 (subclade I) 
und At5g07800 (subclade III) hatten im Vergleich zum Wildtyp keinen Einfluss auf die 
Gewichtszunahme der Raupen. 
Abbildung 40: Antibiose von Pieris rapae auf verschiedenen FMO1-
Genotypen. Die prozentuale Gewichtszunahme der Raupen von Pieris 
rapae auf verschiedenen FMO1-Genotypen im Vergleich zum Wildtyp 
wurde 5 Tage nach Beginn des Fraßversuchs ermittelt. Die 
Standardabweichungen wurde als schwarze Balken eingefügt. Es sind 
zwei unabhängige Versuche zu jedem Genotyp nebeneinander 
dargestellt. 
Abbildung 41: Antibiose von Pieris rapae auf verschiedenen FMO1-
Genotypen. Die Differenz der prozentualen Gewichtszunahme der 
Raupen von Pieris rapae auf unterschiedlichen FMO1-Genotypen im 
Vergleich zum Wildtyp wurde 5 Tage nach Beginn des Fraßversuchs 
ermittelt. Es sind zwei unabhängige Versuche zu jedem Genotyp 
nebeneinander dargestellt Für jeden einzelnen Versuch wurde die 
Standardabweichung ermittelt, die als schwarzer Balken dargestellt 
wird.  
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6.4.6 Regulation bestimmter Gene nach Raupenfraß 
Die Reaktion der Pflanze auf veränderte Umweltbedingungen erfolgt als langfristige Reaktion 
über die Gen-Regulation. In dieser 
Untersuchung wurde die Expression 
bestimmter Gene nach Raupenfraß 
untersucht, indem die RNA-Levels 
dieser Gene bestimmt wurden. Zur 
Untersuchung der Expression 
bestimmter Gene nach Raupenfraß 
wurden Raupen auf die Blätter einer 
Arabidopsis-Pflanze gesetzt, wie in 
Kapitel 5.5 beschrieben. Damit die 
Raupen ausschließlich Fraßschäden 
an diesen Blättern verursachten, 
wurden diese mit Petrischalen 
umschlossen. Es wurden die Blätter 
mit den direkten Fraßschäden 
geerntet (lokal) und die 
benachbarten Blätter ohne 
Fraßschäden (systemisch). Als 
Kontrolle dienten Pflanzen ohne 
Raupen, die aber sonst denselben 
Bedingungen ausgesetzt waren. 
(Kapitel 5.5)  Es wurde RNA aus 
diesem Blattmaterial extrahiert, in 
cDNA umgeschrieben und eine 
genspezifische semiquantitative RT-
PCR durchgeführt (Kapitel 5.3). Es 
wurde die Expression der FMOGSox1-
5-Gene untersucht, da sie in der 
Glucosinolat-Biosynthese involviert 
Abbildung 42: Die Expression von FMOGSox1 nach Raupenfraß. In A) wurde 
die eingesetzte cDNA-Menge durch das konstitutiv exprimierte Aktin-Gen 
überprüft (Akt2ex1F/At2ex2R). Die Ergebnisse der semiquantitativen RT-
PCR spezifisch für das Gen FMOGSOX1 sind in B) gezeigt. Es wurden 30 und 
33 Zyklen als Endpunkt der PCR gewählt. In Teil C) der Abbildung wurde 
die Intensität der Banden dieser Ergebnisse mit Hilfe des AIDA-Programms 
quantitativ ermittelt und auf die entsprechende Expression des Aktin- 
Gens (A) normiert.  
Abbildung43: Die Expression von FMOGSox2 nach Raupenfraß. In A) wurde 
die eingesetzte cDNA-Menge durch das konstitutiv exprimierte Aktin-Gen 
überprüft (Akt2ex1F/At2ex2R). Die Ergebnisse der semiquantitativen RT-
PCR spezifisch für das Gen FMOGSOX2 sind in B) gezeigt. Es wurden 30 und 33 
Zyklen als Endpunkt der PCR gewählt. In Teil C) der Abbildung wurde die 
Intensität der Banden dieser Ergebnisse mit Hilfe des AIDA-Programms 
quantitativ ermittelt und auf die entsprechende Expression des Aktin-Gens 
(A) normiert.  
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sind, und die Expression der Gene aus Clade IV, da sie noch nicht funktionell charakterisiert 
sind.  
Die Abbildungen 42-47 zeigen die 
Ergebnisse der semiquantitativen 
RT-PCR nach Raupenfraß für die 
Gene FMOGSox1-5 und 
At5g07800, wo deutlich wird, dass 
die Expression dieser Gene nach 
Raupenfraß erhöht war. 
Außerdem wurden die Gene 
At1g12200, At1g62620, 
At1g62600 und At5g61290 
untersucht, für die aber keine 
veränderte Expression nach 
Raupenfraß festgestellt wurde. 
(Daten im Anhang). Die 
Abbildungen 42-47 sind so 
aufgebaut, dass sie jeweils die 
eingesetzte cDNA-Menge, die 
durch das konstitutiv exprimierte 
Aktin-Gen überprüft wurde, in (A) 
(Akt2ex1F/Akt2ex2R) zeigen. Die 
Ergebnisse der semiquantitativen 
RT-PCR spezifisch für das jeweilige 
Gen sind in B) gezeigt. Die 
Intensität der Banden wurde 
quantitativ ermittelt und auf das 
konstitutiv exprimierte Aktin-Gen 
mit Hilfe des Aida-Programms 
normiert und ist in (C) der 
Abbildung jeweils gezeigt.  
Abbildung 44: Die Expression von FMOGSox3 nach Raupenfraß. In A) wurde 
die eingesetzte cDNA-Menge durch das konstitutiv exprimierte Aktin-Gen 
überprüft (Akt2ex1F/At2ex2R). Die Ergebnisse der semiquantitativen RT-
PCR spezifisch für das Gen FMOGSOX3 sind in B) gezeigt. Es wurden 30 und 
33 Zyklen als Endpunkt der PCR gewählt. In Teil C) der Abbildung wurde die 
Intensität der Banden dieser Ergebnisse mit Hilfe des Aida-Programms 
quantitativ ermittelt und auf die entsprechende Expression des Aktin-Gens 
(A) normiert.  
Abbildung 45: Die Expression von FMOGSox4 nach Raupenfraß. In A) wurde 
die eingesetzte cDNA-Menge durch das konstitutiv exprimierte Aktin-Gen 
überprüft (Akt2ex1F/At2ex2R). Die Ergebnisse der semiquantitativen RT-PCR 
spezifisch für das Gen FMOGSOX4 sind in B) gezeigt. Es wurden 30 und 33 
Zyklen als Endpunkt der PCR gewählt. In Teil C) der Abbildung wurde die 
Intensität der Banden dieser Ergebnisse mit Hilfe des Aida-Programms 
quantitativ ermittelt und auf die entsprechende Expression des Aktin-Gens 
(A) normiert. 
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Die Expression von FMOGSox1 ist nach 
Raupenfraß sowohl im systemischen 
Blatt, als auch im lokalen Blatt 
gegenüber der unbehandelten 
Pflanze erhöht (Abbildung 43). Die 
Expression von FMOGSox1-5 war 
sowohl im systemischen Blatt als 
auch im lokal direkt befallenen Blatt 
der Pflanze die den Raupen 
ausgesetzt war, doppelt so hoch wie 
in der unbehandelten Kontroll-
Pflanze, die keinen Raupen 
ausgesetzt wurde (Abbildung 42-47). 
Die Expression von At5g07800 war 
im systemischen Blatt wie in der 
unbehandelten Pflanze und im lokal 
betroffenen Blatt erhöht (Abbildung 
43). Die Expression von FMOGSox1 ist 
im systemischen Blatt nicht so stark 
erhöht wie die Expression der 
anderen FMOGSox. 
Es konnte eine veränderte 
Expression nach Raupenfraß für 
At5g07800 (subcladeIII) und 
FMOGSox1-5 (clade III) festgestellt 
werden. 
 
 
Abbildung 46: Die Expression von FMOGSox5 nach Raupenfraß. In A) 
wurde die eingesetzte cDNA-Menge durch das konstitutiv exprimierte 
Aktin-Gen überprüft (Akt2ex1F/At2ex2R). Die Ergebnisse der 
semiquantitativen RT-PCR spezifisch für das Gen FMOGSOX5 sind in B) 
gezeigt. Es wurden 30 und 33 Zyklen als Endpunkt der PCR gewählt. In 
Teil C) der Abbildung wurde die Intensität der Banden dieser Ergebnisse 
mit Hilfe des Aida-Programms quantitativ ermittelt und auf die 
entsprechende Expression des Aktin-Gens (A) normiert.  
Abbildung 47: Die Expression von At5g07800 nach Raupenfraß. In A) 
wurde die eingesetzte cDNA-Menge durch das konstitutiv exprimierte 
Aktin-Gen überprüft (Akt2ex1F/At2ex2R). Die Ergebnisse der 
semiquantitativen RT-PCR spezifisch für das Gen At5g07800 sind in B) 
gezeigt. Es wurden 30 und 33 Zyklen als Endpunkt der PCR gewählt. In 
Teil C) der Abbildung wurde die Intensität der Banden dieser Ergebnisse 
mit Hilfe des Aida-Programms quantitativ ermittelt und auf die 
entsprechende Expression des Aktin-Gens (A) normiert.  
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6.5 Morphologische Besonderheiten 
Die verschiedenen Genotypen der Clade IV wurden genau beobachtet und auf verschiedene 
morphologische Besonderheiten hin untersucht. Der normale Wuchs der Pflanzen der 
unterschiedlichen Genotypen zeigte keine besonderen Auffälligkeiten im Vergleich zum 
Wildtyp. Während der Anzucht zeigten sich Auffälligkeiten in frühen Entwicklungsstadien, 
daher wurden Versuche zum Wurzelwachstum der Pflanzen und zum Keimungsverhalten 
etabliert. 
 
6.5.1 Wurzelwachstum  
Das Wurzelwachstum der Funktionsverlust-Mutanten und der Überexpressionslinien der 
Gene der Clade IV wurde im Vergleich zum Wurzelwachstum des Wildtyps beobachtet. Das 
Wurzelwachstum wurde nach 5, 7 und 10 Tagen fotografisch festgehalten. Die Versuche 
wurden mindestens dreimal wiederholt. In Abbildung 48 ist das Wurzelwachstum der 
verschiedenen Genotypen nach 7 Tagen aus der Subclade II gezeigt. Dort ist zu erkennen, 
dass die zwei unabhängigen Funktionsverlust-Mutanten ein kürzeres Wurzelwachstum (0,5 
cm) zeigten als der Wildtyp (0,65 cm) und die Überexpressionslinie ein längeres 
Wurzelwachstum (0,7 cm-1 cm). Die unterschiedlichen Genotypen für 62600 zeigten wie 
auch die restlichen Genotypen des Clade IV keinen deutlichen Unterschied zum Wildtyp.  
 
 
Abbildung 48: Wurzelwachstum der verschiedenen Genotypen aus Subclade II nach 7 Tagen. Die zwei unabhängigen 
Funktionsverlust-Mutanten des Gens At1g62620 zeigen ein kürzeres Wurzelwachstum(etwa 0,5 cm) als der Wildtyp 
(etwa 0,65 cm). Die Überexpressions-Linie von At1g62620 zeigt ein längeres Wurzelwachstum (zwischen 0,7 cm und 1 
cm) als der Wildtyp.  
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6.5.2 Keimungsverhalten 
Das Keimungsverhalten der Funktionsverlust-Mutanten und Überexpressionslinien 
verschiedener Gene der Clade IV wurde im Vergleich zum Keimungsverhalten des Wildtyps 
beobachtet. Um diesen Versuch auszuwerten wurden drei verschiedene Kategorien 
definiert. In die erste Kategorie (grün) fallen Keimlinge, bei denen zu dem Zeitpunkt, die 
Keimwurzel gerade die Samenschale durchbrach. In die zweite Kategorie (blau) fallen 
Keimlinge, bei denen die Keimwurzel und das Hypokotyl zu sehen waren. Waren auch schon 
die Kotyledonen zu sehen, wurden die Keimlinge in die dritte Kategorie (gelb) eingeteilt. In 
anderen Worten, grün stellt Keimlinge eines sehr frühen Entwicklungsstadiums dar, blau 
eines mittleren Entwicklungsstadiums und gelb die schon am weitesten entwickelten. In den 
Abbildungen 49 sind die Kategorien farblich gekennzeichnet und die Anzahl der Keimlinge 
der jeweiligen Kategorie in Prozent dargestellt.  
A 
Abbildung 49: Keimungsverhalten bestimmter Genotypen des Clade IV auf MS-Platten (ohne Phytohormone) nach 30 h 
Stratifizierung. Das Stadium der Keimung der unterschiedlichen Genotypen zu diesem Zeitpunkt wird durch drei 
Kategorien beschrieben. Diese sind rechts neben der Grafik dargestellt. Die erste Kategorie ist der Zeitpunkt, ab dem die 
Wurzel die Samenschale durchbrach (grün). In der zweiten Kategorie waren die Wurzel und das Hypokotyl zu sehen 
(blau). Die Wurzel, das Hypokotyl und die Kotyledonen sind in der dritten Kategorie erfasst (gelb). Der Balken jedes 
Genotypen ist in die Farben der vorher beschriebenen Kategorien unterteilt. Sie stellen die prozentuale Anzahl der 
Keimlinge der jeweiligen Kategorie dar. 21% der Keimlinge des Wildtyps (Col) zeigen eine Wurzel, 47% haben Wurzel und 
Hypokotyl und 31% Wurzel, Hypokotyl und Kotyledonen. Die Keimlinge von 12200-KO2, 12200-KO1 und des Wildtyps 
(Ws) zeigen ein ähnliches Entwicklungsstadium. Die Keimlinge von 62600-KO1, 35S::62600-1 und 35S::12200-1, 
35S::12200-2 zeigen ein fortgeschrittenes Entwicklungsstadium etwa 30% haben Wurzel, Hypokotyl und etwa 70% haben 
Wurzel, Hypokotyl, Kotyledonen. 
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Die Untersuchung des Keimungsverhaltens von 62600-KO1, 35S::62600, 12200-KO1, 12200-
KO1, 35S::12200-1, 35S::12200-2 und der entsprechenden Wildtypen auf MS-Platten  30 h 
nach Stratifizierungist in Abbildung 30 dargestellt. Etwa 20% der Keimlinge des Wildtyps 
(Col/WS) zeigten eine Keimwurzel, etwa 50% hatten Keimwurzel und Hypokotyl und 30% 
Wurzel, Hypokotyl und Kotyledonen. Sehr ähnliche Werte fanden sich bei der Auswertung 
der Keimlinge von 12200-KO2, 12200-KO1. Die Keimlinge von 62600-KO1, 35S::62600-1 und 
35S::12200-1, 35S::12200-2 zeigten ein fortgeschrittenes Entwicklungstadium. Sie hatten zu 
etwa 30% Wurzel, Hypokotyl und zu etwa 70% Wurzel, Hypokotyl und Kotyledonen. Die 
Funktionsverlust-Mutante von At1g62600 (62600-KO1) und 35S::62600-1 sind beide in 
einem fortgeschrittenem Entwicklungsstadium im Vergleich zum Wildtyp.  
Dieses Ergebnis veranlasste mich zu der erneuten Überprüfung der 35S::Linien in der T5 
(Kapitel 6.2). Es konnte gezeigt werden, dass die Expression in 35S::62600-1 im Vergleich 
Abbildung 50: Keimungsverhalten der At1g12200 Genotypen des Clade IV auf MS-Platten (ohne Phytohormone) nach 30 
h Lichtbehandlung. Das Stadium der Keimung der unterschiedlichen Genotypen zu diesem Zeitpunkt wird durch drei 
Kategorien beschrieben. Diese sind rechts neben der Grafik dargestellt. Die erste Kategorie ist der Zeitpunkt, ab dem die 
Wurzel die Samenschale durchbrach (grün). In der zweiten Kategorie waren die Wurzel und das Hypokotyl zu sehen 
(blau). Die Wurzel, das Hypokotyl und die Kotyledonen sind in der dritten Kategorie erfasst (gelb). Der Balken jedes 
Genotypen ist in die Farben der vorher beschriebenen Kategorien unterteilt. Sie stellen die prozentuale Anzahl der 
Keimlinge der jeweiligen Kategorie dar. Die Keimlinge des Wildtyps (Ws) haben zu etwa 90% Wurzel und Hypokotyl. Die 
Keimlinge von 12200-KO1(Ws Ökotyp) haben zu etwa 80% eine Wurzel, zeigen also ein etwas verlangsamtes 
Entwicklungsstadium. Die Keimlinge des Wildtyps (Col) und des 12200-KO2 (Col) zeigen ein ähnliches 
Entwicklungsstadium, etwa 50% haben Wurzel und Hypokotyl, etwa 50% haben eine Wurzel. Die Keimlinge von 
35S::12200-1, 35S::12200-2 zeigen ein fortgeschrittenes Entwicklungsstadium im Vergleich zum Wildtyp über 80% der 
Keimlinge haben Wurzel, Hypokotyl, Kotyledonen. 
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zum Wildtyp stark reduziert ist. 62600-KO1 und 35S::62600-1 zeigten durch eine Reduktion 
der Expression von At1g62600 (subclade II) eine schnellere Entwicklung als der Wildtyp (30 h 
nach Lichtbehandlung). Da für dieses Gen also keine Überexpressions-Linie zur Verfügung 
stand, wurde diese funktionelle Analyse nur mit den unterschiedlichen Genotypen zu 
At1g12200 (subclade I) fortgeführt. Die zwei unabhängigen Überexpressions-Linien zu 
At1g12200 zeigten ein fortgeschrittenes Entwicklungsstadium im Vergleich zum Wildtyp, 
während die zwei unabhängigen Knockouts von At1g12200 eine ähnliche Entwicklung wie 
der Wildtyp zeigten. Die Wiederholung dieses Versuches mit den verschiedenen Genotypen 
zu At1g12200 ist in Abbildung 50 gezeigt. Hier werden zwei Versuchsansätze zu den 
jeweiligen Genotypen nebeneinander dargestellt, um die natürliche Varianz zu zeigen.  
Die Keimlinge des Wildtyps (Ws) hatten zu etwa 90% Wurzel und Hypokotyl. Die Keimlinge 
von 12200-KO1 (Ws Ökotyp) hatten zu etwa 80% eine Wurzel, zeigten also ein etwas 
verlangsamtes Entwicklungsstadium. Die Keimlinge des Wildtyps (Col) und der 12200-KO2 
(Col) zeigten ein ähnliches Entwicklungsstadium. Die Keimlinge von 35S::12200-1, 
35S::12200-2 zeigten ein fortgeschrittenes Entwicklungsstadium im Vergleich zum Wildtyp, 
wobei über 80% der Keimlinge Wurzel, Hypokotyl und Kotyledonen hatten. Hier wurde 
erneut gezeigt, dass die zwei unabhängigen Überexpressionslinien für At1g12200 ein 
fortgeschrittenes Entwicklungsstadium im Vergleich zum Wildtyp hatten (Abbildung 50). 
Ein weiterer Versuchsansatz war die Komplementation dieses Phänotyps durch Zugabe von 
Phytohormonen, die die frühe Entwicklung steuern. Es wurden also auch MS-Platten mit 
Gibberellinsäure (100nM) und Abszisinsäure (ABA) (150nM; 500nM) genutzt (Abbildung 51). 
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Die Zugabe von Gibberelinsäure (100nM) beschleunigte das Wachstum aller Genotypen und 
führte nicht zur Komplementation des Phänotyps (Daten im Anhang). Das veranlasste mich 
zu der Annahme, dass eine Veränderung der GA Menge in den unterschiedlichen Genotypen 
nicht ursächlich für diesen Phänotyp ist. Daher wurden weitere Versuche mit exogener ABA-
Zugabe durchgeführt. 
Die Zugabe von 500nM ABA führte dazu, dass alle Genotypen langsamer keimten, also eine 
Verzögerung von 18 h hatten.  
Abbildung 51: Keimungsverhalten der At1g12200 Genotypen des Clade IV auf MS-Platten mit 500nM ABA nach 48 h 
Lichtbehandlung. Das Stadium der Keimung der unterschiedlichen Genotypen zu diesem Zeitpunkt wird durch drei 
Kategorien beschrieben. Diese sind rechts neben der Grafik dargestellt. Die erste Kategorie ist der Zeitpunkt ab dem die 
Wurzel die Samenschale durchbrach (grün). In der zweiten Kategorie waren die Wurzel und das Hypokotyl zu sehen 
(blau). Die Wurzel, das Hypokotyl und die Kotyledonen sind in der dritten Kategorie erfasst (gelb). Der Balken jedes 
Genotypen ist in die Farben der vorher beschriebenen Kategorien unterteilt. Sie stellen die prozentuale Anzahl der 
Keimlinge der jeweiligen Kategorie dar. Die Keimlinge der Wildtypen (Ws/Col), zeigen ähnliche Entwicklungsstadien. Die 
Keimlinge von 12200-KO1 (Ws) und 12200-KO2 scheinen eine etwas langsamere Entwicklung zu haben als der Wildtyp.  
Die Keimlinge von 35S::12200-1, 35S::12200-2 zeigen dasselbe Entwicklungsstadium, langsamer als der Wildtyp.  
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Der Versuchsansatz wurde ebenso mit 150nM ABA durchgeführt (Abbildung 52). 
Das fortgeschrittene Entwicklungsstadium der zwei unabhängigen Überexpressions-Linien zu 
At1g12200 wurde mit 150nM Abszisinsäure komplementiert (Abbildung 52), da ihr 
fortgeschrittenes Keimungsverhalten durch die exogene Zugabe von ABA, das 
Keimungsverhalten des Wildtyps zeigte. Die Entwicklung des Knockouts 12200-KO1 im 
Vergleich zum Wildtyp (Ws) war verlangsamt. Die nebeneinander dargestellten 
unabhängigen Versuche zeigen, dass unter denselben Bedingungen eine geringe Varianz 
vorlag. Auf Grund dieser Ergebnisse wurde die ABA-Konzentration in jungen Keimlingen 
gemessen (Kapitel 6.5.3). 
 
 
Abbildung 52: Keimungsverhalten der At1g12200 Genotypen des Clade IV auf MS-Platten mit 150nM ABA nach 30 h 
Lichtbehandlung. Das Stadium der Keimung der unterschiedlichen Genotypen zu diesem Zeitpunkt wird durch drei 
Kategorien beschrieben. Diese sind rechts neben der Grafik dargestellt. Die erste Kategorie ist der Zeitpunkt ab dem die 
Wurzel die Samenschale durchbrach (grün). In der zweiten Kategorie waren die Wurzel und das Hypokotyl zu sehen 
(blau). Die Wurzel, das Hypokotyl und die Kotyledonen sind in der dritten Kategorie erfasst (gelb). Der Balken jedes 
Genotypen ist in die Farben der vorher beschriebenen Kategorien unterteilt. Sie stellen die prozentuale Anzahl der 
Keimlinge der jeweiligen Kategorie dar. Die Keimlinge der Wildtypen (Ws/Col) und die von 12200-KO2 (Col) zeigen ein 
ähnliches Entwicklungsstadium, 60%-70% haben eine Wurzel. Die Keimlinge von 12200-KO1 (Ws) haben alle eine Wurzel 
100%. Die Keimlinge von 35S::12200-1, 35S::12200-2 zeigen dasselbe Entwicklungsstadium wie der Wildtyp, zwischen 
50%-60% der Keimlinge haben eine Wurzel. 
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6.5.3 Phytohormon-Messungen 
Die Ergebnisse zur Untersuchung des Keimungsverhaltens geben Hinweise auf eine 
Änderung im Phytohormon-Haushalt durch die Überexpression des Gens At1g12200. In 
Kooperation mit Prof. Petr Karlowsky und PhD Richard Splivallo wurden Abszisinsäure-
Konzentrationen der zwei unabhängigen Insertions-Linien und der zwei unabhängigen 
Überexpressions-Linien für At1g12200 (subclade I) bestimmt. 
Die ABA-Konzentration 
wurde in Keimlingen der 
verschiedenen Genotypen 
von At1g12200 (subclade I) 
und den jeweiligen 
Wildtypen bestimmt. Die 
Samen wurden auf 
Filterpapier mit Wasser für 
5 Tage stratifiziert und 
danach in einem 
Lichtschrank (8 h Licht, 16 h 
Dunkel) für 40 h angezogen 
und dann in flüssigem Stickstoff gemörsert. Die ABA-Konzentration (ng) ist pro Frischgewicht 
(g) der Keimlinge angegeben. Die Messungen wurden durch die Samenschale gestört, 
woraus die großen Standardabweichungen resultieren könnten. Die ABA-Konzentration der 
Funktionsverlust-Mutanten von At1g12200 (subclade I) ist vergleichbar zu den ABA-
Konzentrationen der jeweiligen Wildtypen. Die ABA-Konzentration der zwei unabhängigen 
Überexpressions-Linien von At1g12200 (subclade I) liegen jeweils etwa bei 1 ng ABA/g 
Frischgewicht, also unter der Konzentration des Wildtyps (2 ng ABA/g Frischgewicht).  
Diese Messungen zeigten, dass in jungen Keimlingen der Überexpressions-Linien von 
At1g12200 (subclade I) weniger ABA vorhanden war als im Wildtyp. 
 
 
Abbildung 53: Bestimmung der Konzentration von Abszisinsäure. Die ABA- 
Konzentration wurde in Keimlingen (40 h nach Stratifizierung) der verschiedenen 
Genotypen von At1g12200 (subclade I) und den jeweiligen Wildtypen bestimmt. 
Die ABA-Konzentration ist in ng pro Frischgewicht (g) angegeben. 
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6.6 Analyse der Expression von At1g12200 
Zur Untersuchung der 
Lokalisation der At1g12200-
Expression in jungen 
Arabidopsis-Pflanzen wurde 
eine 12200-Promotor-GUS Linie 
verwendet. Diese Untersuchung 
wurde von Florian Müller im 
Rahmen seiner Master-Arbeit 
(RWTH, Bio III) durchgeführt.  
In der Abbildung 54 ist gezeigt, 
dass die Expression des Gens 
At1g12200 in den Leitbündeln 
von Wurzeln und jungen 
Blättern lokalisiert ist. Der 
Querschnitt in Abbildung 55 
zeigt, dass die Expression in den 
Zellen des Phloems stattfand. 
Durch den Ort und den 
Zeitpunkt an dem die 
Expression eines Gens 
lokalisiert werden kann, kann 
man Rückschlüsse auf dessen 
Funktion ziehen 
 
 
 
 
Abbildung 54: Lokalisation der Expression des Gens At1g12200 durch GUS-
Färbung. In 14 Tage alten Keimlingen (12200-Promoter::GUS) konnte die 
Expression von At1g12200 in den Leitbündeln gezeigt werden. (Bild: 
Florian Müller) 
Abbildung 55: Lokalisation der Expression des Gens At1g12200 durch GUS-
Färbung. In 14 Tage alten Keimlingen (12200-Promoter::GUS) konnte die 
Expression von At1g12200 im Phloem gezeigt werden. (Bild: Florian Müller) 
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7 Diskussion 
Die Untersuchungen dieser Arbeit beziehen sich auf eine Genfamilie mit vielfältigen 
Funktionen, die Flavin-haltigen Monooxygenasen (FMOs). Die Vielfältigkeit ihrer 
physiologischen Funktionen könnte bedingt sein durch die verschiedenen Substrate, die 
durch sie umgesetzt werden können (Lawton et al., 1994; Krueger et al., 2005; Schlaich, 
2006), in Pflanzen sind bis jetzt jedoch nur zwei Substrate bekannt (Zhao et al., 2001; Li et 
al., 2008). Um die Aufgabe der FMO-Gene des clade IV zu entschlüsseln, wurde eine 
funktionelle Genanalyse durchgeführt, in der umfangreiche physiologische Untersuchungen 
genutzt wurden. Die funktionelle Genanalyse stellt eine kombinierte molekulargenetische 
und physiologische Herangehensweise dar, um die Funktion bestimmter Gene zu 
entschlüsseln. 
Die Analysen bezogen sich auf verschiedene biotische und abiotische Faktoren, die im Zuge 
des Klimawandels immer bedeutsamer werden. Es wurde auf morphologische 
Besonderheiten geachtet, wie das Keimungsverhalten und das Wurzelwachstum der 
deregulierten Linien und es wurden Untersuchungen zu den wichtigsten Umwelteinflüssen 
durchgeführt: Hitze/Kälte-Stress, Nährstoffmangel, Trockenstress. Die Analysen zu den hier 
untersuchten biotischen Faktoren bezogen sich auf nekrotrophe Pathogene, biotrophe 
Pathogene und herbivore Insekten. Durch die funktionelle Genanalyse wurden in dieser 
Arbeit bis jetzt unbekannte physiologische Funktionen für die Flavinhaltigen 
Monooxygenasen (FMOs) entdeckt. Tabelle 10 zeigt deutlich, dass die funktionelle 
Genanalyse der Gene des clade IV für subclade I eine Rolle in der frühen 
Keimlingsentwicklung nahelegt, sowie eine Veränderung der Attraktivität für herbivore 
Insekten; für subclade II eine Involvierung in das Wachstum der Wurzel; für subclade III 
zeigten sich keine Auffälligkeiten in den hier durchgeführten funktionellen Analysen. Auch 
eine globalere Rolle für FMO1 in der Abwehr der Pflanze wird in den folgenden Kapiteln 
diskutiert. 
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Tabelle 10: Zusammenfassung der Ergebnisse der funktionellen Genanalyse. Wenn ein Gen eines der hier untersuchten 
clades bzw subclades in einem der hier untersuchten Prozesse involviert war, wird das durch ein + gekennzeichnet, wenn 
nicht wird das durch ein – gekennzeichnet.  
Funktionelle Analysen subclade III subcladeII subclade I FMO1 
Nährstoffmangel 
(Kapitel: 6.4.2) 
- - - - 
Hitze-/Kälte-Stress 
(Kapitel: 6.4.1) 
- - - - 
Trockenstress 
(Kapitel:6.4.3) 
- - - - 
Nekrotrophe Pathogene 
(Kapitel: 6.4.4.1) 
- - - - 
Biotrophe Pathogene 
(Kapitel: 6.4.4.2) 
- - - + 
Herbivore Insekten 
(Antixenose) 
(Kapitel:6.4.5.1) 
- - + + 
Herbivore Insekten 
(Antibiose) 
(Kapitel:6.4.5.2) 
- - - + 
Morphologie (Keimung) 
(Kapitel: 6.5.2) 
- ? + - 
Morphologie 
(Wurzelwachstum) 
(Kapitel: 6.5.1) 
- + - - 
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7.1 Clade IV: Die Gene des subclade II sind in den Prozess des 
Wurzelwachstums involviert 
Subclade II beinhaltet die vier Gene At1g62600, At1g62620, At1g63370 und At1g63390. 
Dabei könnte At1g63390 höchstens für ein Fragment einer FMO kodieren, weil nur der N-
Terminus mit der Flavin- und NADPH-bindenden Domäne vorhanden ist. Für At1g63370 
konnte keine Expression gezeigt werden. Das Erstellen einer Überexpressions-Linie ist nicht 
gelungen und die Funktionsverlust-Mutanten konnten nur auf ihre T-DNA Insertion hin 
überprüft werden, da auch im Wildtyp keine Expression dieses Gens vorhanden ist. 
Entsprechend zeigten sich keine Auffälligkeiten bei den funktionellen Analysen dieser 
Mutanten im Vergleich zum Wildtyp. Die funktionelle Genanalyse der Gene des subclade II 
ergab keine Auffälligkeiten in den Untersuchungen zu den hier getesteten biotischen und 
abiotischen Faktoren (Tabelle 10), aber für At1g62620 und At1g62600 morphologische 
Auffälligkeiten. Die Auffälligkeit für At1g62600 in der Keimung sollte jedoch genauer 
untersucht werden, da hier nur Funktionsverlust-Mutanten oder ein Knockdown zur 
Verfügung stand. Die morphologische Auffälligkeit bezüglich des Wurzelwachstums für 
At1g62620 ist eindeutiger. Die Funktionsgewinn-Mutante von At1g62620 zeigte ein deutlich 
längeres und die zwei unabhängigen Funktionsverlust-Mutanten ein deutlich kürzeres 
Wurzelwachstum als der Wildtyp. Für ein verändertes Wurzelwachstum kann es eine 
Vielzahl von Ursachen geben, vor allem Phytohormone spielen eine entscheidende Rolle bei 
allen morphologischen Prozessen der Pflanze. Das Wurzelwachstum der Pflanze verändert 
sich je nach ihren Lebensbedingungen, was als eine Form der Anpassung an 
Umweltbedingungen zu sehen ist. Bedingt durch Wasser- oder Nährstoff-Mangel wird das 
Wurzelwachstum gefördert, um diese Defizite auszugleichen (Koornneef et al., 1982; 
Koornneef et al., 1984; Vartanian et al., 1994; Taiz und Zeiger, 2010). 
 
Für die YUCCA FMOs des clade I der FMOs ist bekannt, dass sie in die Auxin-Biosynthese 
involviert sind (Zhao et al., 2003), daher wäre auch eine Beteiligung von At1g62620 an einem 
ähnlichen Prozess denkbar. Ein verändertes Wurzelwachstum könnte auf eine veränderte 
Auxin-Menge zurückzuführen sein. Ein durch eine erhöhte Auxin-Menge bedingt stärkeres 
Wurzelwachstum bringt jedoch auch eine stärkere Wurzelhaarbildung mit sich (Davies et al., 
1995). Eine stärkere Wurzelhaarbildung wurde allerdings im Fall der Funktionsgewinn-
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Mutante von At1g62620 nicht beobachtet, weshalb diese Erklärung nicht wirklich konsistent 
mit den Daten ist. 
Auch das Phytohormon ABA ist in das vegetative Wachstum der Pflanze involviert. Niedrige 
ABA-Mengen (typisch für leichten Wasserstress) induzieren Wurzelwachstum und inhibieren 
das Wachstum des Sprosses. Im Gegensatz dazu führen hohe ABA-Mengen zur Reduktion 
des Wurzelwachstums und des Wachstums des Sprosses, aber zur Erhöhung der Bildung von 
Seitenwurzeln (Vartanian et al., 1994). Das veränderte Wurzelwachstum der 
Funktionsverlust-Mutanten und der Funktionsgewinn-Mutante für At1g62620 könnte 
demnach auch in Zusammenhang mit veränderten ABA-Mengen stehen. Um das zu 
überprüfen, müssten weiterführende Untersuchungen durchgeführt werden, da das mit den 
bis jetzt vorhandenen Ergebnissen eine spekulative Annahme darstellt. Verschiedene 
Transkriptionsfaktoren sind typisch für die ABA-abhängige Reaktion der Pflanze auf 
veränderte Wasserbedingungen, wie ABI1 und ABI2 (Koornneef et al., 1982; Koornneef et al., 
1984). Die Expression von ABI1 und ABI2 könnte in den Funktionsverlust-Mutanten und den 
Funktionsgewinn-Mutanten von At1g62620 im Vergleich zum Wildtyp untersucht werden. 
Dadurch könnten diese Annahmen bestätigt oder widerlegt werden. 
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7.2 CladeIV: Subclade I ist in die frühe Keimlingsentwicklung involviert 
Subclade I beinhaltet die vier Gene At1g12200, At1g62580 und At1g63340. Für die Gene 
At1g62580 und At1g63340 konnte keine Expression festgestellt werden, weder durch unsere 
Analysen, noch ist in den Datenbanken eine Expression dieser Gene unter irgendwelchen 
Bedingungen gezeigt worden. Das könnte auch die Ursache dafür sein, dass es uns nicht 
gelang, diese Gene in der Pflanze zu überexprimieren. In den hier durchgeführten 
funktionellen Analysen zeigten die Funktionsverlust-Mutanten dieser Gene entsprechend 
auch keine Auffälligkeiten im Vergleich zum Wildtyp (Tabelle 10). Im Gegensatz dazu konnte 
gezeigt werden, dass At1g12200 exprimiert wird. Die funktionellen Analysen dieses Gens 
ergaben Auffälligkeiten in der Attraktivität für herbivore Insekten und in der Morphologie 
(Tabelle 6). Es konnte gezeigt werden, dass dieses Gen des subclade I an der frühen 
Keimungsentwicklung beteiligt ist, worunter sowohl die Dormanz, als auch die Keimung 
fallen. Die zwei unabhängigen Funktionsgewinn-Mutanten des Gens At1g12200 entwickelten 
sich während der Keimung schneller als der Wildtyp und die zwei unabhängigen 
Funktionsverlust-Mutanten marginal langsamer (Kapitel:6.5.2  Abbildung:50). 
Pflanzen haben ein System entwickelt, dass die Samen nur unter artspezifischen optimalen 
Bedingungen keimen, damit die junge Pflanze keinen ungünstigen abiotischen Faktoren 
ausgesetzt ist. Hierbei wird durch das antagonistische Wirken der zwei Phytohormone GA 
und ABA der optimale Zeitpunkt ermittelt. Die Samenruhe (Dormanz) verhindert die 
Keimung, solange für die Pflanze ungünstige Voraussetzungen herrschen (Schopfer und 
Brennicke, 2010; Taiz und Zeiger, 2010). Eine höhere Konzentration ABA im Vergleich zu GA 
hält die Samenruhe aufrecht und wenn günstige Bedingungen eintreten, induziert eine 
höhere Konzentration GA im Vergleich zu ABA die Keimung (Koornneef et al., 1982). Der 
Abbau von ABA ist also entscheidend für das Brechen der Samenruhe (Schopfer und 
Brennicke, 2010; Taiz und Zeiger, 2010).  
Um die Dormanz einzuleiten und aufrecht zu erhalten, wird die de novo Biosynthese von 
ABA hochreguliert (Finkelstein et al., 2002). Nach Brechen der Samenruhe entwickelt sich 
der Embryo innerhalb der Samenschale, darauf durchbricht die Radicula die Samenschale, 
worauf das Hypokotyl folgt und die Kotyledonen (Bewley, 1997; Kucera et al., 2005; Müller 
et al., 2006; Holdsworth et al., 2008). 
96 
 
Daher wurde in dieser Arbeit auch die Keimung mit exogener Zugabe von ABA bzw. GA 
beobachtet. Die exogene Zugabe von GA beschleunigte die Keimung bei allen beobachteten 
Genotypen. Es konnte auch eine ABA Menge gefunden werden, durch deren exogene 
Zugabe das Keimungsverhalten der Funktionsgewinn-Mutanten so beeinträchtigt wurde, 
dass sie, unter diesen Bedingungen, ein ähnliches Keimungs-Verhalten zeigten wie der 
Wildtyp. Durch die exogene Zugabe dieser ABA-Menge wurde das Keimungsverhalten der 
Funktionsverlust-Mutanten verlangsamt. Daher kann man von einer Komplementation des 
Phänotyps durch die exogene Zugabe von ABA sprechen. Das sind Hinweise auf den Einfluss 
von At1g12200 des subclade I in die frühe Keimlingsentwicklung. Um das Phänomen genauer 
zu untersuchen, wurde eine Messung der ABA-Menge in diesen FMO-Genotypen veranlasst 
(Kapitel 6.5.3). Die ABA-Menge in den Funktionsgewinn-Mutanten war niedriger als im 
Wildtyp (Abbildung.53), was eine Erklärung für die schnellere Entwicklung innerhalb der 
ersten 48 h nach der Stratifizierung des Samens sein kann. Es ist bekannt, dass ABA durch 
Oxygenierung inaktiviert werden kann (Taiz und Zeiger, 2010). Da FMOs aufgrund ihrer 
biochemischen Struktur niedermolekulare Metaboliten oxygenieren oder hydroxylieren 
(Lawton et al., 1994; Krueger et al., 2005; Schlaich, 2006), wäre es also möglich, dass 
At1g12200 auf diese Weise auf die ABA-Menge und somit die Keimung Einfluss nimmt. In 
diesem Fall würde At1g12200 ABA durch Oxygenierung inaktivieren. Die physiologischen 
Prozesse, in die ABA involviert ist, sind sehr vielseitig. Die Wirkung ist von der Konzentration 
und dem Ort abhängig. Entsprechend ist es wichtig, den in dieser Arbeit beobachteten 
Phänotyp mit denen aus der Literatur zu vergleichen. 
Neben der regulatorischen Bedeutung von ABA in der Keimung bzw. Dormanz, spielt es auch 
eine Rolle in den Stress-Antworten der Pflanze auf Transpiration, Dehydrierung und Kälte-
Regulation, welches wichtige Bestandteile der Adaptations-Fähigkeit der Pflanze sind 
(Shinozaki und Yamaguchi-Shinozaki, 2000). Verschiedene Aspekte dieser vielfältigen Stress-
Antworten, die durch ABA bedingt sind, konnten entschlüsselt werden. Das systemische 
Langstreckensignal, ausgelöst durch Trockenstress, wird in Pflanzen durch bestimmte 
Mutationen gemindert: aba1-, abi1-1 und abi2-1 (Koornneef et al., 1982; Koornneef et al., 
1984). Die funktionelle Genanalyse des subclade I beinhaltete auch Versuche zu 
Trockenstress, wobei sich keine Auffälligkeiten zeigten (Kapitel: ). Daher könnte vermutet 
werden, dass der subclade I nicht in die durch ABA1, ABI1 oder ABI2 gesteuert Prozesse der  
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ABA-Biosynthese involviert ist, der wird. Ein weiterer Prozess in den ABA involviert ist, ist die 
Blütenbildung und die Ausbildung der Frucht, worin ABI3 beteiligt ist (Robinson und Hill, 
1999). Die hier untersuchten Pflanzen zeigten keine Auffälligkeiten nach Abschluss der 
Keimung, also auch nicht bei der Blüten- oder Fruchtbildung, was darauf hindeutet, dass sie 
auch in keine Prozesse involviert sind, die durch ABI3 reguliert werden. Da es phänotypisch 
keine Hinweise darauf gibt, dass At1g12200 (subclade I) in die durch ABA1, ABI1,2,3,4 
regulierten Prozesse beteiligt ist, bestärkt sich dadurch die Annahme, dass sie ausschließlich 
in für die frühe Keimlingsentwicklung spezifischen Prozesse involviert sein könnten. 
Die Dormanz kann in eine primäre Dormanz, die mit dem Reifeprozess des Samens eintritt, 
und in eine sekundäre Dormanz, die mit Quellen des Samens aber Fehlen der weiteren 
äußeren Stimuli eintritt, eingeteilt werden (Schopfer und Brennicke, 2010; Taiz und Zeiger, 
2010). Die endogene ABA Menge ist essentiell für die Induktion der Dormanz, wie für das 
Aufrechterhalten der Dormanz nach Imbibieren des Samens durch eine ABA de novo 
Synthese (Finkelstein et al., 2002). Außerdem ist die Dormanz in Samen von ABA-Mangel-
Mutanten reduziert und in Linien mit erhöhten ABA-Konzentrationen stärker erhalten 
(Koornneef et al., 1982). Reifende Samen enthalten hohe Mengen an ABA und ABI5, 
wodurch der Reifeprozess gesteuert wird und die später darauffolgende Dormanz aufrecht 
erhalten wird (Finkelstein und Lynch, 2000; Lopez-Molina und Chua, 2000). Unter normalen 
Bedingungen wird bei Beginn der Keimung die ABI5 Expression (mRNA und Proteine) schnell 
herunter reguliert und ist nach 12 h nicht mehr detektierbar (Lopez-Molina et al., 2001; 
2002). Durch die exogene Zugabe von ABA wird die de novo Akkumulation von ABI5 erneut 
stimuliert, aber diese Hemmung der Keimung kann nur innerhalb eines Zeitfensters von 48 h 
nach Stratifizierung stattfinden (Lopez-Molina et al., 2001; 2002). Für ABI5 ist bis jetzt vor 
allem eine Expression im ruhenden Samen, bis 12 h nach Beginn der Keimung, beschrieben 
worden. Da die schnellere Keimung der Funktionsgewinn-Mutanten nur innerhalb 48 h nach 
Stratifizierung deutlich ist und die weitere morphologische Entwicklung keine Unterschiede 
zum Wildtyp zeigte, könnte dies ein Hinweis auf die Beteiligung von At1g12200 am 
Signalweg, der Biosynthese oder dem Metabolismus, in den ABI5 eingreift, sein. Außerdem 
wurde gezeigt, dass durch exogene Zugabe von ABA hauptsächlich die Expression von ABI5 
beeinträchtigt wird (Piskurewicz et al., 2008). Auch wir konnten unseren Phänotypen durch 
die exogene Zugabe von ABA komplementieren, was die vorher beschriebene Theorie weiter 
unterstützt. Eine direkte Interaktion des Genprodukts von At1g12200 mit einem 
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Transkriptionsfaktor wie ABI5 ist nicht naheliegend, da bekannt ist, dass FMOs aufgrund 
ihrer biochemischen Struktur niedermolekulare Metaboliten und nicht Proteine oxygenieren 
oder hydroxylieren (Lawton et al., 1994; Krueger et al., 2005; Schlaich, 2006). Das hier 
untersuchte FMO-Gen des subclade I könnte in den durch ABI5 regulierten ABA-
Metabolismus eingreifen, indem es die so entstandene ABA durch Oxygenierung inaktiviert. 
Um diese Theorie zu überprüfen, sollte die ABI5-Expression in diesen unterschiedlichen 
Genotypen 24 h, 48 h und 7 d nach Stratifizierung überprüft werden. Eine weitere 
Möglichkeit, diese Theorie zu überprüfen, wäre, At1g12200 bakteriell zu exprimieren und in 
vitro zu überprüfen, ob ABA durch At1g12200 umgesetzt werden kann. 
Die Expression von At1g12200 wurde im Phloem lokalisiert. In der Literatur wird 
beschrieben, dass ABA in den Leitbündeln transportiert wird (Rodriquez-Gazio Mendl et al., 
2009; Koornneef et al., 1982; Koornneef et al., 1984). Auch die Lokalisation von At1g12200 
im Phloem entspricht also dem, was man von einem Gen erwarten würde, das in die durch 
ABA regulierten physiologischen Prozesse involviert ist. Der Ort und der Zeitpunkt der 
Expression eines Gens sind von großer Bedeutung für seine Wirkung, vor allem wenn sie in 
durch Phytohormone gesteuerte Prozesse eingreifen, da die Wirkung von Phytohormonen 
von ihrer Konzentration und dem Ort abhängig ist. 
Neben der morphologischen Auffälligkeit des subclade I wurden auch Auffälligkeiten in 
Bezug auf herbivore Insekten beobachtet. Die Funktionsverlust-Mutanten von At1g12200 
haben eine antixenotische Wirkung auf die Raupen von Pieris rapae. Die Funktionsgewinn-
Mutanten von At1g12200 sind attraktiver für die Raupen als der Wildtyp und die 
Funktionsverlust-Mutanten sind unattraktiver als der Wildtyp (Abbildung 36). Bis jetzt wurde 
die Bedeutung der ABA für die Entwicklung der Pflanze beschrieben, aber neben dieser 
Bedeutung ist ABA auch in die Abwehr der Pflanze involviert (Pieterse et al., 2009).  
Neben der wichtigen Rolle der Phytohormone SA und JA/ET (Pieterse et al., 2009; Verhage et 
al., 2010), wurde kürzlich auch weiteren Phytohormonen eine Bedeutung in der pflanzlichen 
Abwehr zugeschrieben (Wang et al., 2007; Navarro et al., 2008; Yasuda et al., 2008; Campos 
et al., 2009; de Torres-Zabala et al., 2009; Ton et al.,2009; De Vleesschauwer et al., 2010;  
Jiang et al., 2010). Es wurde gezeigt, dass Pflanzen, als Reaktion auf herbivore Insekten, v.a. 
Blattläuse, für die ABA-Synthese wichtige Gene hochregulieren, also ABA eine wichtige Rolle 
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in der Abwehr spielen könnte (Boyko et al., 2006). Das könnte die Ursache dafür sein, dass 
die Funktionsgewinn-Mutanten des subclade I, in denen erniedrigte ABA-Mengen vorliegen, 
attraktiver für die Raupen sind und die Funktionsverlust-Mutanten unattraktiver. 
Da die Untersuchungen bezüglich ABA in der pflanzlichen Abwehr noch nicht erschöpfend 
durchgeführt wurden, wäre es denkbar, dass die FMOs des subclade I, wie oben 
beschrieben, auf Grund der veränderten ABA Menge, eine Wirkung in der Abwehr haben. Es 
wäre auch möglich, dass der durch At1g12200 bedingte Effekt auf die Abwehr gegen 
herbivore Insekten indirekt ist. Die Wirkung der Phytohormone in Pflanzen ist ortsspezifisch, 
daher ist auch die Expression der in diese Prozesse involvierten Gene ortsspezifisch und 
zeitlich reguliert. Die Expression von At1g12200 wurde spezifisch im Phloem von jungen 
Pflanzen lokalisiert und nicht in der ganzen Pflanze. Da durch die Überexpression mit dem 
35SCamV-Promotor das untersuchte Gen zu jeder Zeit an jedem Ort überexprimiert wird, 
könnte auch das die Ursache für den beobachteten Phänotyp sein. Da FMOs verschiedene 
Substrate umsetzen können, könnte es in diesem Fall ABA umsetzen, die sie in der nicht 
manipulierten Pflanze nicht umsetzen würden. Da die Expression der Gene in der nicht 
manipulierten Pflanze zeitlich und örtlich präzise reguliert werden. Also At1g12200 in der 
nicht manipulierten Pflanzen nicht exprimiert würde, wo ABA, die für die Abwehr gegen 
herbivore Insekten relevant ist, vorkommt. Dieses also dort auch nicht umsetzen bzw. 
inaktivieren würde. Das ist aber nur eine Theorie, die weitere Untersuchungen erfordert. 
Phylogenetische Vergleiche mit Hilfe der Datenbank TAIR bzw. NCBI ergaben, dass die FMOs 
des clade IV mit evolutiv gesehen älteren bzw. niederen Pflanzen nicht verwandt sind, 
sondern nur in höheren Pflanzen vorkommen. Da die evolutive Entwicklung immer 
spezialisiertere Prozesse hervorgebracht hat, könnte das ein weiterer Hinweis auf die Rolle 
dieser FMOs in einen spezialisierten Prozess sein. Die phänotypischen Beobachtungen dieser 
Arbeit korrelieren mit der Annahme, dass die FMOs des subclade I in solche Prozesse 
involviert sind, wie z.B. die frühe Keimlingsentwicklung. 
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7.3 Clade III: FMOGSox haben wider Erwarten keinen Einfluss auf die Abwehr 
gegen den Spezialisten Pieris rapae  
Eine Form der Abwehr gegen herbivore Insekten ist das Bilden von Sekundärmetaboliten, 
um weniger attraktiv zu sein. In Brassicaceaen gehören Glukosinolate zu diesen 
Sekundärmetaboliten. Die FMOGSox sind an der Biosynthese der aliphatischen Glukosinolate 
beteiligt, welche wichtig für die Abwehr der Pflanze sind (Beekwilder et al., 2008). Es wird 
beschrieben, dass aliphatische Glukosinolate antixenotische und antibiotische Wirkungen 
auf Spezialisten für Brassicaceaen haben (Aagarwel et al., 2003). In dieser Arbeit konnte 
gezeigt werden, dass eine Deregulation der FMOGSox Gene keine antixenotische oder 
antibiotische Wirkung auf die Raupen von Pieris rapae haben. In diesen Pflanzen liegen 
veränderte Mengen der aliphatischen Glukosinolate vor, aber kein völliger Verlust (Li et al., 
2006). In der Literatur werden Versuche beschrieben, bei denen veränderte Glukosinolat-
Mengen Einfluss auf die Abwehr haben. Ein Beispiel, in dem die Glukosinolat-Mengen stark 
beeinträchtigt waren, beschreibt, dass erhöhte aliphatische oder indolische Glukosinolat-
Mengen keinen Einfluss auf das Wachstum der Raupen von Pieris rapae haben (Antibiose) 
(Müller et al., 2010). Dennoch sind im Two choice-Test bezüglich der Eiablage und der 
Fraßquelle Präferenzen zu erkennen (Müller et al., 2010). Die Hypothese, dass verschiedene 
Glukosinolate verantwortlich dafür sind, das Wachstum einer Vielzahl von Insekten zu 
verringern, wurde in der Literatur bestätigt (Müller et. al. 2010). Wir konnten zeigen, dass 
ein Defekt in den verschiedenen FMOGSox , keine antixenotische oder antibiotische Wirkung 
auf den Spezialisten Pieris rapae hat. 
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7.4 Clade II: Die FMO1 und ihre globale Rolle in der Abwehr 
Zu Beginn der Arbeit war schon bekannt, dass die FMO1 in die mikrobielle Pathogenabwehr 
der Pflanze involviert ist (Bartsch et al., 2006; Mishina et al., 2006; Koch et al., 2006;). Die 
funktionellen Genanalysen zur FMO1 wurden jeweils mit zwei unabhängigen 
Funktionsgewinn-Mutanten und einer Funktionsverlust-Mutante durchgeführt (Kapitel…). Es 
wurden die verschiedenen abiotischen Stressoren getestet (Tabelle 10): Nährstoff-Mangel, 
Hitze-/Kälte-Stress und allgemeine morphologische Auffälligkeiten. In diesen 
Untersuchungen zeigten sich keine deutlichen Auffälligkeiten zwischen den Genotypen und 
dem Wildtyp.  
Die FMO1 ist ein durch biotische Stressoren induzierbar exprimiertes Gen (Bartsch et al., 
2006; Mishina et al., 2006; Koch et al., 2006;). Die induzierbaren Verteidigungsmechanismen 
der Pflanze sind sehr bedeutend für deren Fitness. Da ihr Einsetzen auch häufig ein 
vermindertes Wachstum mit sich bringt, werden sie nur nach Befall induziert (Heil und 
Baldwin, 2002). Die Produktion von Abwehrsubstanzen lohnt sich nur ab einer bestimmten 
Anzahl von Herbivoren oder Pathogenen, weil sie Energie und Nährstoffe erfordert (Heil und 
Baldwin, 2002). Das heißt, die Verteidigungsmaßnahmen einer Pflanze konkurrieren mit 
anderen physiologischen Prozessen, wie Wachstum und Reproduktionsraten (Frucht- und 
Samenbildung), um die verfügbaren Ressourcen. Dies spiegelt sich in der Erfahrung wider, 
dass gezüchtete Nutzpflanzen gegenüber wild wachsenden Vorfahren zwar ertragreicher, 
aber dafür krankheitsanfälliger sind (Heil und Baldwin. 2002). Zudem haben Laborversuche 
gezeigt, dass resistenzerhöhende Mutationen in der Modellpflanze Arabidopsis thaliana zu 
verringerter Samenproduktion führen (Heil und Baldwin, 2002). Im Falle der FMO1 scheint 
trotz der Induktion durch biotische Stressoren kein negativer Einfluss auf das Wachstum 
oder die Adaptionsfähigkeit an abiotische Stressoren vorzuliegen. Außerdem ist die FMO1 
während der Evolution der Pflanze stark konserviert. Die Analysen in den Datenbanken TAIR 
bzw. NCBI zeigten, dass ein FMO-Gen, was eine hohe phylogenetische Verwandtschaft zur 
FMO1 hat, auch in evolutiv niederen Organismen wie Physcomittrella patens und Selaginella, 
deren Genom vollständig sequenziert wurde, vorhanden ist. Das ist ein erster Hinweis auf 
eine grundsätzlich wichtige Rolle der FMO1 in Pflanzen. 
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die FMO1 nicht nur in die Abwehr gegen 
mikrobielle Pathogene involviert ist, sondern auch in die Abwehr gegen herbivore Insekten. 
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Die zwei unabhängigen Funktionsgewinn-Mutanten der FMO1 waren deutlich unattraktiver 
für die Raupen als der Wildtyp. Die Raupen nahmen weniger Gewicht zu als auf dem 
Wildtyp. Die FMO1 hat also eine antixenotische, sowie eine antibiotische Wirkung auf die 
Raupen von Pieris rapae. Die Rolle der FMO1 in der Abwehr wurde bisher in der Salicylsäure-
abhängigen Abwehr vermutet (Bartsch et al., 2006; Mishina et al., 2006) (Abbildung 55). 
Viele Studien zeigen dass SA- und JA-abhängige Abwehr antagonistisch wirkt (Koornneef und 
Pieterse, 2008). ET spielt in diesem Zusammenhang oft eine modulierende Rolle (Leon-Reyes 
et al., 2009; 2010; Zander et al., 2009). Auch wenn es Ausnahmen gibt (Thaler et al., 2004), 
kann man allgemein sagen, dass biotrophe Pathogene über den SA-Signalweg abgewehrt 
werden und nekrotrophe Pathogene, sowie auch herbivore Insekten vor allem über den JA-
und/oder ET-Signalweg abgewehrt werden (Bostock, 2005; Glazebrook, 2005) (Abbildung 
55). Die Annahme, dass die FMO1 in der Salicylsäure-abhängigen Abwehr involviert ist, sollte 
nach diesen Ergebnissen neu überdacht werden, da nach den Ergebnissen dieser Arbeit die 
Funktionsgewinn-Mutanten von FMO1 eine antixenotische und eine antibiotische Wirkung 
auf Raupen haben. Also demnach hat die FMO1 auch eine Bedeutung in der Abwehr gegen 
herbivore Insekten. 
Die verschiedenen Signalwege beeinflussen sich gegenseitig, wie der „cross talk“ zwischen 
SA und JA; SA und JA/ET, JA und ABA, JA und ET zeigt (Koornneef und Pieterse, 2008) 
(Abbildung 55). Abbildung zeigt die synergetischen und antagonistischen Wirkungen der 
Signaltransduktionswege der Abwehr der Pflanze und den Einfluss der verschiedenen 
Phytohormone. Diese Form der Interaktion zwischen den unterschiedlichen Signalwegen ist 
unter anderem eine Adaptation der Pflanze an den Angriff von herbivoren Insekten und 
biotrophen, hemibiotrophen und nekrotrophen Pathogenen zur selben Zeit (Koornneef und 
Pieterse, 2008). Ein Beispiel dafür ist, dass in Arabidopsis durch die Inokulation mit dem 
biotrophen Pathogen Hyaloperonospora arabidopsidis, die JA-abhängige Abwehr-Antwort 
der Pflanze unterdrückt wird, was durch den Befall mit Pieris rapae induziert wurde 
(Koornneef et al., 2008). Die FMO1 scheint eine Schnittstelle zwischen den ansonsten häufig 
antagonistisch funktionierenden Abwehr-Reaktionen zu sein. Um diese Annahme zu 
bestätigen, wäre es hilfreich, das Substrat der FMO1 zu finden. Hierfür wurde eine 
Diplomarbeit konzipiert, in der Dorothea Glowa (Bio III) die FMO1 bakteriell exprimieren soll. 
Den bakteriell exprimierten Proteinen könnten verschiedene Substrate zur Umsetzung 
angeboten werden. Dadurch könnte herausgefunden werden, in welcher Form die FMO1 in 
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die verschiedenen Signalkaskaden der pflanzlichen Abwehr eingreift. Das herauszufinden ist 
von Interesse, um besser zu verstehen, wie der „cross-talk“ in der Abwehr der Pflanze 
funktioniert (Abbildung 55). Da die FMO1-Genotypen Phänotypen zeigen, die sowohl auf 
einen SA-abhängigen Signalweg, wie auch auf einen ET/JA-abhängigen Signalweg 
zurückzuführen sind, sollte die bis jetzt angenommene Wirkung in die pflanzliche Abwehr, 
wie in Abbildung 55 dargestellt, neu überdacht werden. Die globale Rolle der FMO1 in der 
Abwehr der Pflanze und dass eine stetige Überexpression der FMO1 keine Beeinträchtigung 
des Wachstums bzw. im Umgang mit abiotischen Stressoren auslöst (Tabelle 10), macht sie 
auch für agrarwirtschaftliche Anwendungen interessant. 
FMO1 
Abbildung 55: Das Zusammenspiel der Phytohormone in der Abwehr der Pflanze. Hier  wird der „Cross-talk“ der Hormone 
und die entsprechenden Signalwege dargestellt. Die Abwehr-Antwort der Pflanze ist abhängig vom Typ des Angreifers. 
Auf der anderen Seite nehmen auch die Angreifer Einfluss auf die Abwehr der Pflanze z.B. Pseudomonas syringae, die den 
Signalweg der Pflanze manipulieren, um die Abwehr-Antwort zu unterdrücken. Der SA-, JA- und ET- Signalweg sind die 
Hauptbestandteile der Abwehr-Reaktion in Zusammenarbeit mit anderen Phytohormonen. Die positive oder negative 
Beeinflussung der verschiedenen Faktoren aufeinander ist wie folgt dargestellt:  der negative Effekt wird durch ⊥ gezeigt, 
der positive Effekt durch einen violetten Stern. (Pieterse et al., 2009) 
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7.5 Ausblick 
Der Titel eines Artikels in der Online-Ausgabe des Focus im Juli 2011 lautet „Klimawandel 
bedroht den Weltfrieden“. Durch diesen und andere Artikel renommierter 
Nachrichtenmagazine wird deutlich, wie aktuell das Thema ist und welche dramatischen 
Folgen der Klimawandel verursacht. „Durch die großen Schwankungen der Niederschläge in 
Zukunft wird sich diese Situation nach Einschätzung der Experten noch weiter verschärfen. 
Es drohen Ernteverluste. Diese Einschnitte könnten die soziale Struktur der Länder 
zerstören.“ (Focus-Online; Juli 2011). Diese dramatische Darstellung zeigt, wie wichtig die 
Grundlagenforschung im Bereich der Pflanzenwissenschaften ist. Um Ernteverluste zu 
minimieren und damit die Ernährung der stetig wachsenden Weltbevölkerung 
sicherzustellen, ist es unabdingbar, besser zu verstehen, wie Pflanzen auf biotische und 
abiotische Stressoren reagieren.  
Durch die funktionelle Genanalyse konnten in dieser Arbeit bis jetzt unbekannte Funktionen 
für FMOs gezeigt werden. Nach diesen Analysen hat die FMO1 eine globale Rolle in der 
Abwehr der Pflanze und nicht nur wie bisher beschrieben in der mikrobiellen 
Pathogenabwehr. Da die Überexpression der FMO1 zu einer erhöhten Resistenz gegen 
Pathogene und herbivore Insekten führt, ohne einen negativen Einfluss auf das Wachstum 
der Pflanze zu haben, könnte diese Erkenntnis agrarwirtschaftlich von großem Interesse sein. 
Weitere Untersuchungen zur biochemischen Funktion der FMO1 könnten hilfreich sein, um 
das Substrat zu entschlüsseln. Dadurch könnte man erfahren in welcher Form die FMO1 in 
die Abwehr der Pflanze involviert. 
Neben diesen Erkenntnissen konnte auch gezeigt werden, dass die FMOs des subclade I die 
Steuerung der Keimung des Samens beeinflussen. Die Keimung zum optimalen Zeitpunkt ist 
unerlässlich, damit die junge Pflanze keinen widrigen Umweltbedingungen ausgesetzt ist. 
Auch das ist im Zuge des Klimawandels von großer Bedeutung, da sich die 
Umweltbedingungen verändern, z.B. durch einen früheren Frühlingsbeginn. Weitere 
Untersuchungen zur biochemischen Funktion der FMO-Gene des subclade I könnten 
Aufschluss darüber geben, inwieweit diese an der Aufrechterhaltung der Dormanz beteiligt 
sind.  
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